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1                  Einleitung 
Erkrankungen der Sehnen und Bänder stellen sowohl bei humanen als auch bei equinen 
Athleten ein häufig auftretendes Problem dar (KADER et al. 2002; THORPE et al. 2010). 
Sehnenerkrankungen entstehen durch akute Überbelastung, degenerative Veränderungen 
der Kollagenfasern oder durch die Akkumulation wiederholt auftretender 
Mikroverletzungen. Bedingt durch die Physiologie des Sehnengewebes, welches ein wenig 
vaskularisiertes und zellarmes Gewebe ist, ist das Resultat der natürlichen Sehnenheilung 
eine narbige Reparatur anstelle einer Regeneration (SHARMA und MAFFULLI 2006). Trotz 
verschiedenster therapeutischer Ansätze bedeuten folglich derartige Erkrankungen meist 
eine Limitierung oder gar ein Ende der sportlichen Karriere durch eine eingeschränkte 
Leistungsfähigkeit.  
Im Rahmen der Regenerativen Medizin wird intensiv daran gearbeitet Fragen zum besseren 
Verständnis der Sehnenheilung zu beantworten und entsprechende Therapiekonzepte zu 
etablieren. Neben dem Einsatz sogenannter Zelltherapien, wie zum Beispiel der Anwendung 
mesenchymaler Stromazellen (MSC), zur Sehnenheilung werden im Bereich des Tissue-
Engineerings die Entwicklung und künstliche Herstellung komplexer, dreidimensionaler Zell-
Matrix-Systeme intensiv untersucht. Der Einsatz entsprechender Zell-Matrix-Systeme als 
Ersatzgewebe zielt auf eine Rekonstruktion des erkrankten Gewebes, um dadurch die 
Funktionsfähigkeit wiederherzustellen. Da die Regenerationsmechanismen bestimmter 
Gewebe immer noch nicht geklärt sind, bietet sich zudem die Anwendung in vitro 
hergestellter Zell-Matrix-Systeme als Modellsysteme an. Derartige in vitro-Modelle können 
wichtige Informationen hinsichtlich des Verbleibs, der Verteilung sowie der Differenzierung 
applizierter Zellen liefern. 
Im Rahmen des Sehnen-Tissue-Engineerings wurden bereits verschiedene Zell-Matrix-
Systeme untersucht. Einen wichtigen Grundstein stellt hierfür das Trägermaterial dar. Das 
ideale Trägermaterial im Sehnen-Tissue-Engineering sollte bezüglich der mechanischen 
Eigenschaften sowie strukturell mit der extrazellulären Matrix der natürlichen Sehne 
vergleichbar sein. Zyto- und Biokompatibilität stellen weitere zu erfüllende Kriterien dar  
(SONG und OTT 2011b). Neben verschiedenen synthetischen Materialien stehen natürliche 
Materialien als Zellträger zur Verfügung. Die Verwendung dezellularisierter Sehnen und 
Bänder gewinnt hierbei immer mehr an Bedeutung. Ziel der Dezellularisierung ist die 
Entfernung der zellulären Komponenten unter Schonung der Struktur der extrazellulären 
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Matrix. Die Dezellularisierung ermöglicht somit die Nutzung des Grundgerüstes eines 
natürlich vorkommenden Gewebes. Im Bereich der Humanmedizin erfolgten bereits 
verschiedene vorklinische Untersuchungen zum Einsatz dezellularisierter Sehnen- und 
Bandkonstrukte zur Wiederherstellung der betreffenden erkrankten Organe (CHONG et al. 
2009, THORFINN et al. 2012). Aber auch die Etablierung von in vitro-Modellen auf Grundlage 
dezellularisierter Sehnen gewinnt immer mehr an Bedeutung (WOON et al. 2011, LEE et al. 
2013). Dabei werden dezellularisierte Sehnenkonstrukte mit Zellen besiedelt, um einerseits 
auf diesem Weg Implantate herzustellen, und um andererseits Modelle für grundlegende 
Untersuchungen zur Biologie der Tenogenese zu erhalten. Der Einfluss der Methode der 
Dezellularisierung auf die Effizienz der Dezellularisierung an sich und weitergehend auf die 
Effizienz der Wiederbesiedelung des dezellularisierten Sehnenkonstruktes ist noch wenig 
geklärt. 
Die vorliegende Arbeit hat daher den Vergleich verschiedener Protokolle der 
Dezellularisierung der Beugesehne des Pferdes mit Blick auf deren Effizienz bei der 
Dezellularisierung und Neubesiedelung mit equinen MSC zum Gegenstand.  
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2                  Literaturübersicht  
2.1              Anatomie und Physiologie der Sehnen  
Das Sehnengewebe gehört zum straffen Bindegewebe und stellt ein wichtiges Element des 
Bewegungsapparates dar. Sehnen fungieren als Verbindungsglied zwischen Knochen und 
Muskeln, durch Übertragung der Kontraktionskraft des Muskels auf den Knochen wird die  
Bewegung des Skeletts ermöglicht (VOLETI et al. 2012). In Abhängigkeit von der 
anatomischen Lokalisation und lokalen biomechanischen Erfordernissen sind Sehnen 
variabel in Größe und Form (O'BRIEN 1997; BENJAMIN et al. 2008; FIRTH 2006). 
 
2.1.1           Makroskopische Anatomie der Beugesehnen des Pferdes 
Vordergliedmaße: 
Am Epicondylus medialis humeri befindet sich der muskuläre Ursprung der oberflächlichen 
Beugesehne, der Musculus flexor digitorum superficialis. Die Sehne geht im distalen Drittel 
des Unterarms aus dem stark sehnig durchsetzten Muskel hervor. Das Unterstützungsband 
der oberflächlichen Beugesehne entspringt an der caudomedialen Fläche des Radius und 
verbindet sich im Bereich des Karpalgelenkes mit der oberflächlichen Beugesehne. 
Funktionell wirkt dieses stark fibröse Band einer Überdehnung der oberflächlichen 
Beugesehne entgegen (FIRTH 2006). Gemeinsam ziehen die oberflächliche und die tiefe 
Beugesehne in der Karpalbeugesehnenscheide durch den Karpaltunnel. Im distalen Viertel 
des Metakarpus bildet die oberflächliche Beugesehne eine Manschette um die tiefe 
Beugesehne, die als Manica flexoria bezeichnet wird. Im weiteren distalen Verlauf ziehen die 
oberflächliche und die tiefe Beugesehne gemeinsam innerhalb der 
Fesselbeugesehnenscheide palmar über das Fesselgelenk. Die oberflächliche Beugesehne 
spaltet sich im Bereich der Fesselbeuge in zwei Schenkel, welche jeweils medial und lateral 
an der Kronbeinlehne inserieren. Die tiefe Beugesehne geht aus dem Musculus flexor 
digitorum profundus hervor und zieht als abgeplatteter, starker Strang durch den 
Karpaltunnel nach distal. Das Unterstützungsband der tiefen Beugesehne entspringt im 
Bereich der palmaren Karpalbänder und verbindet sich im mittleren Drittel des Metakarpus 
mit der tiefen Beugesehne. Im weiteren distalen Verlauf zieht die tiefe Beugesehne durch 
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die beiden Endschenkel der oberflächlichen Beugesehne hindurch und inseriert an der Facies 
flexoria des Hufbeins (SALOMON et al. 2005). 
Hintergliedmaße: 
Der Verlauf der oberflächlichen und tiefen Beugesehne im Bereich distal des Tarsus 
entspricht dem der Vordergliedmaße. Der muskuläre Ursprung der oberflächlichen 
Beugesehne der Hintergliedmaße befindet sich im Bereich der Fossa supracondylaris des 
Femurs. Im mittleren Bereich des Unterschenkels geht der Muskel in seine Sehne über, diese 
bildet im Bereich des Tuber calcanei die Fersenbeinkappe. Nach distal setzt sich die Sehne 
als oberflächliche Beugesehne fort. Die tiefe Beugesehne geht aus den Musculi flexores 
digitorum profundi hervor. Zu den Musculi flexores digitorum profundi gehören die Musculi 
flexores digitorum medialis und lateralis sowie der Musculus tibialis caudalis. Sie werden 
auch als tiefe Zehenbeuger bezeichnet und sind alle an der Bildung der tiefen Beugesehne 
beteiligt. Die Sehnen des Musculus flexor digitorum lateralis und des Musculus tibialis 
caudalis vereinigen sich am distalen Ende des Unterschenkels. Im weiteren distalen Verlauf 
vereinigen sich diese im Bereich mittig des Metatarsus mit der Sehne des Musculus flexor 
digitorum medialis zur tiefen Beugesehne (SALOMON et al. 2005).  
Ein im Bereich des Tarsus entspringendes Unterstützungsband ist ebenfalls vorhanden. 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Querschnitt oberflächliche und tiefe Beugesehne des Pferdes 
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Abbildung 2: Oberflächliche Muskeln der Karpal- und der Zehengelenke des Pferdes 
(NICKEL et al. 2003) 
I. Vordergliedmaße - medialansicht 
A) Humerus; B) Radius; C) Hauptmittelfußknochen a) Epicondylus medialis humeri; b) Tuber olecrani; c) Os carpi 
accessorium; d) mediales Griffelbein e) mediales Seitenband des Ellenbogengelenkes; f) Schnittkanten des Retinaculum 
flexorum; g)Fesselringband; h)vierzipflige Fesselplatte; i)Hufknorpel 1) M. brachialis; 2) Stumpf des M. biceps brachii; 3) M. 
anconeus; 4) M. extensor carpi radialis; 4´) seine Sehne; 5) M. flexor carpi radialis; 5´) seine Sehne; 6) M. flexor carpi ulnaris; 
6`) sein Caput ulnare; 6`` )seine Sehne; 7) M. flexor digitalis superficialis;7`) seine Sehne – oberflächliche Beugesehne; 7``) 
ihr Unterstützungsband (Lig. accessorium); 8) M. flexor digitalis profundus; 8`) sein Caput ulnare; 8```) seine Sehne – tiefe 
Beugesehne; 8```) ihr Unterstützungsband (Lig. accessorium); 9) M interosseus medius; 9`) sein Unterstützungsast für die 
gemeinsame Strecksehne (10); 11) Sehne des M. abductor pollicis longus 
II. Hintergliedmaße - lateralansicht 
A) Os femoris; B) Patella; C) Tibia; D) Hauptmittelfußknochen; E) mediales Griffelbein, a) mittleres und a`)mediales gerades 
Kniescheibenband; b) Lig. femoropatellare mediale; c) Condylus medialis ossis femoris; d) mediales Seitenband des 
Kniegelenkes; e) Meniscus medialis; f) Tuberositas tibiae; g) Tuber calcanei; h) Malleolus medialis; i) proximales und 
i`)distales Halteband der Strecksehne; k)Griffelbeinköpfchen; l) Fesselringband; m)mediales Seitenband des Fesselgelenkes; 
n) Umriss des medialen Hufknorpels, 1) Caput laterale und 1`)Caput mediale des M. gastrognemius; 1``) seine Sehne;2) M. 
flexor digitalis superficialis; 2`) seine Sehne – oberflächliche Beugesehne; 3) M. flexor hallucis longus; 3`) seine Sehne; 4) 
M. tibialis caudalis; 4`) seine Sehne; 5) M. flexor digitalis longus; 5´) seine Sehne; 6) tiefe Beugesehne; 6`) ihr 
Unterstützungsband; 6``) seine Sehne; 7) M. interosseus medius;7`) sein Unterstützungsast zur gemeinsamen Strecksehne; 
8) M. popliteus; 9) M. extensor digitalis longus; 9`) gemeinsame Strecksehne; 10) M. fibularis tertius; 10`) sein medialer 
Endschenkel; 11) M. tibialis cranialis; 11`) seine Sehne; 11``) ihr lateraler und 11```) ihr medialer Endast  
I. II. 
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2.1.2           Struktureller Aufbau und mikroskopische Anatomie der Sehnen 
Charakteristisch für das Sehnengewebe ist die hierarchische, fibrilläre  Architektur, welche 
eine hohe mechanische Widerstandsfähigkeit ermöglicht (BIRCH 2007; BENJAMIN et al. 
2008). Kollagen, die Hauptkomponente dieser komplexen fibrillären Struktur, ist das am 
häufigsten vorkommende Protein in verschiedenen Geweben wie Bänder, Sehnen, Knorpel, 
Knochen und Haut (KADLER et al. 1996; PROVENZANO und VANDERBY 2006). Mehrere 
Kollagenfaserbündel bilden große Primärbündel, welche auch als Faszikel bezeichnet 
werden. Aus dem Zusammenschluss mehrerer Primärbündel entstehen Sekundärbündel. Das 
Tertiärbündel enthält mehrere Sekundärbündel. Einzelne Primär-, und Sekundärbündel sind 
von einer Bindegewebsschicht, dem Endotenon, umgeben, es enthält Blut-, Lymphgefäße 
und Nerven. Die Gesamtheit der Sehne umschließt eine weitere Bindegewebsschicht, das 
Epitenon, welches in Zusammenhang mit dem Endotenon steht. Dem Epitenon folgt eine 
lockere Bindegewebsschicht, welche als Paratenon bezeichnet wird. Epitenon und Paratenon 
werden in Gesamtheit als Peritendineum bezeichnet (DOWLING et al. 2000; SHARMA und 
MAFFULLI 2006; LIU et al. 2011). 
 
 
Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Sehne (DOWLING et al. 2000) 
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2.1.2.1       Bestandteile der extrazellulären Matrix 
Die extrazelluläre Matrix stellt den Hauptbestandteil des Sehnengewebes dar (BENJAMIN et 
al. 2008). Neben der Grundsubstanz beinhaltet die extrazelluläre Matrix hauptsächlich 
kollagene und elastische Bindegewebsfasern. Neben Kollagen Typ I, welches 60 % der 
Trockenmasse der Sehne bildet und 95 % des vorkommenden Gesamtkollagens ausmacht, 
kommen die Kollage der Typen II, III, IV, V, XI und XIV vor. Das Vorkommen der 
verschiedenen Kollagentypen in unterschiedlichen Bereichen innerhalb einer Sehne ist 
beschrieben (O'BRIEN 1997; WANG 2006; WATANABE et al. 2007). Beispielsweise konnte 
Kollagen Typ II vermehrt im Bereich osteotendinöser Verbindungen ermittelt werden. 
Kollagenfasern unterliegen einem ständigen Ab- und Aufbau. Die Kollagensynthese beginnt 
innerhalb der Sehnenzellen an den Ribosomen des rauen endoplasmatischen Retikulums. In 
mehreren Schritten erfolgt zunächst die Synthese des Prokollagens. Prokollagen besteht aus 
mehreren Polypeptidketten, welche sich helikal umeinander lagern und eine Tripelhelix 
bilden. Nach Ausschleusung des Prokollagens aus der Sehnenzelle durch Abspaltung eines 
Signalpeptids erfolgt extrazellulär die Abspaltung von N- und C-terminalen Peptiden. Durch 
Aggregation und Quervernetzung des Prokollagens entsteht das Tropokollagen. Durch 
Zusammenlagerung von mehreren Tropokollagensträngen entsteht eine Mikrofibrille. 
Mehrere Mikrofibrillen ergeben eine Kollagenfaser (O'BRIEN 1997; CANTY und KADLER 
2002). Untersuchungen der equinen oberflächlichen Beugesehne lassen auf variable 
Durchmesser einzelner Kollagenfasern, in Anhängigkeit der anatomischen Lokalisation, 
schließen (SESE et al. 2007; WATANABE et al. 2007; WATANABE et al. 2012). Die visköse 
Grundsubstanz umgibt die kollagenen Fasern. Sie dient der Unterstützung der typischen 
Sehnenstruktur und ermöglicht die Diffusion verschiedener Nährstoffe. Glykoproteine und 
Proteoglykane stellen die Hauptbestandteile der Grundsubstanz dar und bilden weniger als  
1 % der Trockenmasse der Sehne. Zu den Glykoproteinen gehören u. a. Tenascin-C und 
Fibronectin. Tenascin-C unterstützt durch Interaktion mit den kollagenen Fasern die 
mechanische Stabilität der extrazellulären Matrix und spielt eine wichtige Rolle für die 
Anordnung und Orientierung der Kollagenfasern (O'BRIEN 1997; SHARMA und MAFFULLI 
2006). Das adhäsive Glykoprotein Fibronectin befindet sich an der Oberfläche des Kollagens 
und ist an Prozessen der Reparatur und Regeneration im Rahmen der Wundheilung des 
Sehnengewebes beteiligt (SHARMA und MAFFULLI 2006; WANG 2006). Proteoglykane 
spielen eine wichtige Rolle beim Kollagenfaseraufbau und wirken einer Druckbelastung 
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entgegen (MATUSZEWSKI et al. 2012). Der Gehalt an Proteoglykanen variiert innerhalb des 
Sehnengewebes und je nach Belastungsintensität. Das zur Familie der „small leucine-rich“ -
Proteoglykane (SLRP) gehörende Decorin stellt das wichtigste Proteoglykan in der Sehne dar. 
Die leucin-reichen Proteine ermöglichen eine Bindung an Kollagen und beeinflussen somit 
die Kollagen-Fibrillogenese (SAMIRIC et al. 2004; REES et al. 2009). Des Weiteren  kommen 
die Proteoglykane Aggrecan, Versican, Biglycan, Lumican, Fibromodulin, Keratocan und 
Proteoglycan 4 vor (CANTY und KADLER 2002; SAMIRIC et al. 2004; YOON und HALPER 2005; 
REES et al. 2009). 
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Organisation der Kollagenfibrillen der oberflächlichen 
Beugesehne des Pferdes an verschiedenen Lokalisationen. Im Bereich der myotendinösen Verbindung 
(MTJ) weisen die einzelnen Kollagenfibrillen einen kleinen Durchmesser auf. Nach distal nimmt der 
Durchmesser der Kollagenfibrillen zu (mM – mittlerer Metakarpus), im Bereich der osteotendinösen 
Verbindung (OTJ) sind Fibrillen mit großem Durchmesser dominierend (WATANABE et al. 2012). 
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2.1.2.2        Zelluläre Bestandteile der Sehnen 
Tenozyten sind die charakteristischen Zellen des Sehnengewebes, funktionell sind sie für die 
Synthese der extrazellulären Matrix zuständig. Die spindelförmigen Zellen befinden sich in 
typischer longitudinaler Anordnung zwischen den Kollagenfasern der extrazellulären Matrix  
(O'BRIEN 1997). Auf Grund der langen Zellfortsätze, mit deren Hilfe eine interzelluläre 
Kommunikation ermöglicht wird, werden die Tenozyten auch als Flügelzellen bezeichnet. 
Studien der equinen oberflächlichen und tiefen Beugesehnen ergaben eine deutliche 
Variabilität der Zellmorphologie (GOODSHIP et al. 1994; HOSAKA et al. 2010) 
Durch die variierende Zellmorphologie werden drei verschiedene Typen von Tenozyten 
unterschieden: 
Tenozyten nach Zellmorphologie 
Typ I Zellen mit dünnen, spindelförmigen Kernen 
Typ II Zellgruppen mit rundlichen, dicken, zigarrenförmigen Kernen 
Typ III knorpelartige Zellen mit runden Kernen und sichtbaren Kernstrukturen 
Tabelle 1: Einteilung der Tenozyten nach Zellmorphologie 
 
Die Verteilung dieser unterschiedlichen Zelltypen innerhalb einer Sehne wird als alters- und 
lokalisationsabhängig beschrieben (BATSON et al. 2003 STANLEY et al. 2007). Junge Sehnen 
weisen einen höheren Anteil an Typ II-Zellen auf, mit zunehmendem Alter wurden vorrangig 
Zellen vom Typ I nachgewiesen. Es wird angenommen, dass die Zellen vom Typ II und Typ III 
hauptsächlich für den Erhalt der extrazellulären Matrix verantwortlich und somit 
metabolisch aktiver sind. Bisher ist jedoch über die metabolische Aktivität der einzelnen 
Sehnenzelltypen wenig bekannt.  
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Abbildung 5: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Tenozyten der equinen 
oberflächlichen Beugesehne im Querschnitt.  
 
2.1.2.3        Blutversorgung 
Das Sehnengewebe ist wenig vaskularisiert, die Versorgung mit Nährstoffen erfolgt im 
Bereich der Sehnenscheiden über die Synovia via Diffusion und  über kleine Blutgefäße via 
Perfusion (FENWICK et al. 2002). Die Blutversorgung des mittleren Sehnenabschnittes erfolgt 
hauptsächlich über das Paratenon. Die kleinen Blutgefäße des Paratenons verlaufen parallel 
zu den Kollagenfasern ohne einzelne Kollagenfaserbündel zu penetrieren (O'BRIEN 1997; 
FENWICK et al. 2002; BENJAMIN et al. 2008). Die Blutversorgung der proximalen und 
distalen Sehnenabschnitte erfolgt über die entsprechenden muskulotendinösen und 
osteotendinösen Verbindungen. Eine segmentale Blutversorgung mit gut vaskularisierten 
und wenig vaskularisierten Sehnenabschnitten wird in der Literatur beschrieben (FENWICK 
et al. 2002; BENJAMIN et al. 2008). 
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2.2              Tendinopathien 
 
Die häufigsten muskuloskelettalen Erkrankungen des Pferdes betreffen das Sehnengewebe. 
Studien zufolge sind 46 % aller auftretenden muskuloskelettalen Erkrankungen in 
Rennpferdepopulationen Bänder- oder Sehnen-assoziiert (CLEGG et al. 2007; THORPE et al. 
2010). Häufig betreffen derartige Erkrankungen die oberflächliche Beugesehne (SMITH 2008; 
SCHRAMME et al. 2010; CANIGLIA et al. 2012; GODWIN et al. 2012; REARDON et al. 2012). 
Ursache hierfür ist die hohe mechanische Belastung. Auf Grund der starken Hyperextension 
des Metakarpophalangealgelenkes während der Belastungsphase der Gliedmaße und der 
damit verbundenen hohen Krafteinwirkung neigen Pferde insbesondere zu 
Überlastungsverletzungen. Die Dehnung der oberflächlichen Beugesehne ist während der 
Belastungsphase proportional zur einwirkenden Kraft (GODWIN et al. 2012). 
Unter dem Begriff Tendinopathie werden Erkrankungen der Sehne, unabhängig von einem 
chronischen oder akuten Geschehen, zusammengefasst. Einwirkende Faktoren, welche 
derartige Sehnenerkrankungen bedingen, können in intrinsische und extrinsische Faktoren 
kategorisiert werden.  
 
2.2.1           Akute Tendinopathien 
Bei der Ruptur einer Sehne handelt es sich um eine akute Verletzung, bei der vor allem 
extrinsische Faktoren eine dominante Rolle spielen. Es wird davon ausgegangen, dass ein 
chronisch degenerativer Prozess der Sehnenruptur vorausgeht. Grund hierfür ist das 
Auftreten histologisch nachweisbarer degenerativer Veränderungen bei spontanen 
Sehnenrupturen (SHARMA und MAFFULLI 2006). Im Vergleich zur humanen Achillessehne 
kommen vollständige Rupturen der Beugesehnen beim Pferd seltener vor. Die bei den 
Beugesehnen des Pferdes häufig vorkommenden „Core Lesions“ resultieren aus mehreren 
Mikrotraumen der Kollagenfibrillen in einem umschriebenen Bereich. Ursächlich können 
zyklische Belastung und die Effekte im Zuge des Alterungsprozesses gesehen werden (DAKIN 
et al. 2014).  
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2.2.2           Chronische Tendinopathien 
Chronische Sehnenerkrankungen resultieren aus der gemeinsamen Einwirkung intrinsischer 
und extrinsischer Faktoren. Wiederholte Überbelastung der Sehne über einen Schwellwert 
haben degenerative Prozesse innerhalb des Sehnengewebes zur Folge. Histologisch zeigt sich 
ein charakteristisches Bild, welches von einer nicht entzündlichen intratendinösen 
Degeneration der Kollagenfasern mit ungeordnetem Faserverlauf, Hyperzellularität sowie 
zahlreichen Gefäßeinsprossungen geprägt ist. Makroskopisch erscheinen betroffene 
Sehnenareale ebenfalls verändert (SHARMA und MAFFULLI 2006). Noch ist die Ätiologie 
derartiger Erkrankungen nicht vollständig geklärt. Mögliche Ursachen wie z. B.  Hypoxie und 
die daraus resultierende ischämische Zerstörung des Gewebes, oxidativer Stress, Störungen 
der kontrollierten Apoptose, Entzündungsmediatoren sowie eine Imbalance der Matrix-
Metalloproteinasen werden diskutiert (SHARMA und MAFFULLI 2006; PATTERSON-KANE et 
al. 2012).  
 
 
 
Abbildung 6: Spezifische Parameter zur Erfassung von Tendinopathien modifiziert nach LIU et al. 2011 
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Abbildung 7: Ultrasonografische Untersuchung der oberflächlichen Beugesehne  im Querschnitt. 
Der Defekt innerhalb der oberflächlichen Beugesehne stellt sich hypoechogen dar (Pfeil).    
 
2.3              Sehnenheilung und Therapieansätze 
Der Heilungsprozess einer Sehne bei akutem Erkrankungsgeschehen kann in drei sich 
überschneidende Phasen eingeteilt werden (SHARMA und MAFFULLI 2006). Die erste Phase 
wird als Entzündungsphase bezeichnet. Neben der Bildung eines Hämatoms unmittelbar 
nach dem Sehnentrauma kommt es zur lokalen Infiltration mit weißen Blutzellen und der 
Freisetzung verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren. In den ersten 24 Stunden nach 
dem Sehnentrauma sind Monozyten und Makrophagen dominierend. Ziel ist die 
Phagozytose des nekrotischen Materials. Die Freisetzung vasoaktiver und chemotaktischer 
Faktoren bewirkt eine erhöhte Gefäßpermeabilität, eine Stimulation der Proliferation der 
Tenozyten sowie die Rekrutierung weiterer Entzündungszellen. Die zweite Phase beginnt 
nach einigen Tagen mit der Synthese von Kollagen Typ III durch die Tenozyten. Dieses als 
Reparaturphase bezeichnete Stadium dauert mehrere Wochen an. Kollagen Typ III stellt das 
dominierende Kollagen im Zuge der Sehnenheilung dar. Nach der Reparaturphase folgt die 
Umbauphase, welche durch Veränderung und Umstrukturierung des heilenden Gewebes 
charakterisiert ist. Die Umbauphase umfasst Monate bis zu einem Jahr. Die lange Dauer der 
Heilungsphasen sowie die Bildung von Narbengewebe mit einhergehender 
Funktionsminderung stellen somit die Hauptprobleme der Sehnenheilung dar. Durch die 
narbige Reparatur anstelle einer Regeneration verliert das Sehnengewebe die ursprüngliche 
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Elastizität (SMITH 2008), zudem ergibt sich eine Rezidivrate von bis zu 80 % (DOWLING et al. 
2000). 
Beschriebene Therapieoptionen richten sich nach der vorliegenden Heilungsphase. Generell 
stehen physikalische, pharmakologische und chirurgische Möglichkeiten zur konventionellen 
Therapie von Tendinopathien zur Verfügung.  
 
Physikalische Therapie 
Im Zuge des akuten Entzündungsgeschehens sind beispielsweise die Kühlung und das 
Bandagieren der betroffenen Gliedmaße als therapeutische Sofortmaßnahme beschrieben. 
Zudem ist eine Einschränkung der Bewegung in Form von strikter Boxenruhe angeraten. Das 
Eingreifen in die akute Entzündungsphase richtet sich hierbei auf die Hemmung 
proteolytischer Enzyme, welche eine Zerstörung der Sehnenmatrix zur Folge haben 
(DOWLING et al. 2000). Die Anwendung eines Bewegungsprogramms erfolgt mit dem 
Erreichen der Reparaturphase in Abhängigkeit vom Ausmaß der vorliegenden 
Sehnenerkrankung. In der Literatur sind verschiedene Bewegungsprogramme beschrieben 
(Tabelle 2). 
 
Zeitlicher Verlauf 
(Woche) 
Dauer und Art der Bewegung 
0-4 15 Minuten 2-mal täglich – Schritt führen an der Hand 
4-8 45 Minuten – Schritt führen an der Hand, in der Führmaschine oder 
unter dem Reiter 
8-12 60 Minuten – Schritt führen an der Hand, in der Führmaschine oder 
unter dem Reiter 
16-24 60 Minuten – Bewegung unter dem Reiter im Schritt mit kurzen Trab- 
Phasen, zusätzlich Auslauf auf kleinem Paddock  
24-48 Bewegung unter dem Reiter im Schritt und steigernden Trab-Phasen, 
zusätzlich Auslauf auf großem Paddock 
48-52 Leichte Arbeit im Schritt und Trab 
52 Arbeit im Schritt, Trab und Galopp 
Tabelle 2: Beispiel Bewegungsprogramm nach DYSON 2004 
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Pharmakologische Therapie 
Neben dem Einsatz entzündungshemmender Medikamente stellt die Anwendung 
verschiedener Substanzen zur lokalen Injektion eine weitere Therapieoption dar. Jedoch 
wird der Einsatz lokal zu verabreichender Substanzen wie z. B. Natriumhyaluronat, 
polysulfatierte Glycosaminoglycane und Beta-Aminoproprionitril-Fumarat in der Literatur 
kontrovers diskutiert (DOWLING et al. 2000; DYSON 2004).  
Chirurgische Therapie 
Die Desmotomie des Unterstützungsbandes der oberflächlichen Beugesehne und das 
perkutane Sehnensplitting zählen u. a. zu den chirurgischen Therapieoptionen (DOWLING et 
al. 2000). Der Effekt hinsichtlich eines positiven Heilungsergebnisses ist allerdings ebenfalls 
fraglich.  
 
2.4              Regenerative Therapieoptionen – Einsatz von mesenchymalen Stromazellen zur     
                    Sehnenheilung 
Da das Resultat der natürlichen Sehnenheilung auch mit Unterstützung konventioneller 
Therapieoptionen lediglich auf eine narbige Reparation hinausläuft und folglich 
Einschränkungen der Leistungsfähigkeit sowie hohe Rezidivraten zu erwarten sind, stehen 
neue Ansätze zur verbesserten Sehnenheilung im Fokus der Forschung. Mit dem 
zunehmenden Verständnis für die Sehnenheilung wird intensiv daran gearbeitet, in den 
Heilungsprozess unterstützend einzugreifen. Ziel ist einerseits eine Beschleunigung des 
Heilungsprozesses, andererseits die vollständige Wiederherstellung des verletzten 
Sehnengewebes. Der Einsatz MSC im Rahmen regenerativer Therapieoptionen stellt eine 
vielversprechende Behandlungsmöglichkeit dar. Über die klinische Anwendung von 
autologen MSC beim Pferd wurde erstmals 2003 von SMITH berichtet. In folgenden 
klinischen Fallstudien an verschiedenen Rennpferdepopulationen konnten positive Effekte 
durch Anwendung MSC im Rahmen der Sehnenheilung belegt werden. Die positiven Effekte 
spiegeln sich bei diesen Untersuchungen vor allem in einer Rückkehr zur vollen sportlichen 
Leistungsfähigkeit sowie in verminderten Rezidivraten wider (PACINI et al. 2007; SMITH 
2008; ALVES et al. 2011; GODWIN et al. 2012). In weiteren Studien erfolgten 
Untersuchungen unter Verwendung  eines kollagenaseinduzierten Sehnenschadenmodells 
beim Pferd und anschließender Applikation von MSC. 
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Ein positiver Effekt hinsichtlich einer qualitativ verbesserten Sehnenstruktur und 
Zusammensetzung der extrazellulären Matrix ließ sich bei diesen Untersuchungen feststellen 
(SCHNABEL et al. 2009). Dennoch ist der  Wirkmechanismus der implantierten MSC nicht 
vollständig geklärt. Folgende Theorien werden diskutiert (SMITH 2008; SMITH et al. 2013; 
DAKIN et al. 2014): 
 Differenzierung der MSC in Sehnenzellen 
 Aktivierung ortsständiger Zellen  
 Immunmodulation  
 
 
2.4.1           Longitudinales Tracking mesenchymaler Stromazellen 
 
Verschiedene Methoden zur in vivo-Detektion von Zellen sind beschrieben. Neben 
fluoreszierenden Proteinen (GUEST et al. 2010) und Radiopharmaka (SOLE et al. 2012; 
BECERRA et al. 2013; TRELA et al. 2014; SPRIET et al. 2015) erscheint die Anwendung 
superparamagnetischer Eisenoxid (SPIO)-Partikel zur Detektion von Zellen besonders 
attraktiv (KORCHINSKI et al. 2015). Der Nachweis vorhandener SPIO-Partikel erfolgt 
vorrangig über die Darstellung mittels MRT. Um die SPIO-markierten MSC mittels MRT 
darzustellen, ist eine effiziente Markierung der Zellen in vitro notwendig. Die intrazelluläre 
Aufnahme der SPIO-Partikel wird über Makromoleküle (z. B. synthetische Lipide oder 
Proteine) durch Bindung über elektrostatische Wechselwirkungen vermittelt (LI et al. 2013; 
JING et al. 2008). SPIO-Partikel verursachen durch eine Störung des Magnetfeldes eine 
Signalauslöschung, wodurch ein hypointenses Signal in der T2-gewichteten Sequenz im 
Bereich der Partikelakkumulation entsteht (WEISHAUPT et al. 2014). Die Anwendung von 
SPIO-Partikeln zur Detektion von MSC ist in verschiedenen Studien etabliert worden 
(ADDICOTT et al. 2011; JÜLKE et al. 2015). JÜLKE et al. (2015) untersuchten 3 verschiedene 
SPIO-Produkte hinsichtlich ihrer Einflüsse auf die biologischen Eigenschaften MSC sowie 
ihrer Markierungseffizienz und –selektivität. Die untersuchten SPIO-Produkte wiesen eine 
gute Markierungseffizienz und –selektivität auf. Im Vergleich erwies sich das Produkt Molday 
ION Rhodamine B™ durch eine hohe Markierungsselektivität und –effizienz sowie durch eine 
gute Nachverfolgbarkeit mittels MRT als besonders geeignet.  
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Bei dem Produkt Molday ION Rhodamine B™ ist an die SPIO- Partikel der 
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamine B gekoppelt. Dies ermöglicht eine 
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der markierten Zellen (Abbildung 8).  
 
Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme Molday ION Rhodamine B™ markierter equiner 
MSCs. Zur Darstellung der Zellkerne erfolgte eine spezifische Kernfärbung mit 4`6. Diamino-2-
Phenylindol (DAPI) 
2.5              Tissue Engineering von Sehnengewebe 
Das Tissue-Engineering stellt ein Teilgebiet der regenerativen Medizin dar. Zielstellung ist die 
Wiederherstellung verlorener Gewebefunktionen und/oder die Unterstützung der 
Regeneration einzelner Gewebestrukturen. Im Fokus des Tissue-Engineerings steht die 
Entwicklung und künstliche Herstellung komplexer, dreidimensionaler Zell-Matrix-Systeme.  
Den Grundstein hierfür bilden geeignete Biomaterialien (Trägermaterialien, Scaffolds) sowie 
die kombinierte Applikation von Zellen und Wachstumsfaktoren (SONG und OTT 2011b). 
Einerseits können derartige Zell-Matrix-Systeme als Ersatzgewebe implantiert werden, um 
erkrankte Gewebe zu rekonstruieren und somit eine entsprechende Funktion wieder 
herzustellen, andererseits können diese in vitro hergestellten Zell-Matrix-Systeme auch als 
Modell fungieren, mit dem Ziel einer besseren Verständlichkeit der Funktionsweise und 
Regenerationsfähigkeit bestimmter Gewebe. Auch liefern derartige in vitro-Modelle wichtige 
Information hinsichtlich des Verbleibes, der Verteilung sowie der Differenzierung von 
applizierten MSC.  
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2.5.1           Scaffolds im Sehnen-Tissue-Engineering 
Biomaterialien sollen in Ihrer Funktion die natürliche extrazelluläre Matrix ersetzen und 
zudem eine hohe Zyto- und Biokompatibilität aufweisen. Die Struktur des Biomaterials sollte 
so beschaffen sein, dass eine gute Zelladhärenz ermöglicht wird, zum anderen sind 
vergleichbare biomechanische Kennwerte in Bezug auf die natürliche extrazelluläre Matrix 
gewünscht (PETRIGLIANO et al. 2006; LIU et al. 2008; LEONG et al. 2014). Im Bereich des 
Sehnen-Tissue-Engineerings stehen verschiedene Biomaterialien zur Verfügung. Generell 
können diese in zwei Kategorien klassifiziert werden, synthetische und natürliche 
Biomaterialien. Synthetische besitzen im Vergleich zu natürlichen meist bessere 
biomechanische Eigenschaften (REVERCHON et al. 2012). Obwohl die Degradationsprodukte 
synthetischer Polymere, Glykolsäure und Milchsäure, natürliche Metabolite darstellen, 
werden mögliche im Zusammenhang befindliche Entzündungsreaktionen diskutiert. Zudem 
kann die hydrophobe Struktur synthetischer Polymere die Adhäsion der Zellen negativ 
beeinflussen (OMAE et al. 2009; REVERCHON et al. 2012; LEONG et al. 2014). Polyglykolsäure 
(PGA) und Polylaktidsäure (PLA) sowie deren Co-Polymere zählen zu den synthetischen 
biodegradierbaren Materialien (LAURENCIN und FREEMAN 2005; COOPER et al. 2005; CAO 
et al. 2006; SURRAO et al. 2012; LEONG et al. 2014). Die Verwendung natürlicher 
Biomaterialien erscheint auf Grund ihres Vorkommens als Komponenten der natürlichen 
Sehnenmatrix attraktiv. Häufig beschrieben wird dieser Vorteil im Zusammenhang mit der 
Unterstützung der Adhäsion sowie Migration und Proliferation der Zellen (REVERCHON et al. 
2012). Zu den im Bereich des Sehnen-Tissue-Engineerings eingesetzten natürlichen 
Biomaterialien gehören Kollagene (BUTLER und AWAD 1999; JUNCOSA-MELVIN et al. 2006; 
NIRMALANANDHAN et al. 2007; SAHOO et al. 2007), einige Polysaccharide (Chitin und 
Chitosan) und zellfreie (dezellularisierte) Sehnen. 
Kollagen stellt das am häufigsten verwendete Scaffoldmaterial dar. Das hoch konservierte 
Protein hat mit annährend 30 % einen hohen Anteil an den im Körper vorkommenden 
Proteinen. Kollagen kann aus verschiedenen Geweben z. B. Sehnen, Bändern und anderen 
Bindegeweben gewonnen werden. Die Rekonstitution ermöglicht die Entstehung 
verschiedener geometrischer Varianten und somit einen vielfältigen Einsatz als 
Trägermaterial. 
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Die Struktureigenschaften des Kollagens, welche einen positiven Effekt auf die Zelladhäsion 
und Proliferation ausüben, befürworten die Verwendung von Kollagen als Scaffoldmaterial 
(CEN et al. 2008). Die Verwendung biodegradierbarer Polysaccharide erscheint ebenfalls 
vielversprechend. Neben der Verwendung von Chitosan oder Chitin im Sehnen-Tissue-
Engineering (BAGNANINCHI et al. 2007; MAJIMA et al. 2007; LIN et al. 2009), werden diese 
Polysaccharide hauptsächlich als Trägermaterialien im Bereich der Nerven-, Knorpel- und 
Knochen-Regeneration genutzt (YANG 2011; RODRÍGUEZ-VÁZQUEZ et al. 2015). Immer 
häufiger erfolgt der Einsatz zellfreier (dezellularisierter) extrazellulärer Matrix als 
Trägermaterial. Dezellularisierungsprozesse ermöglichen die Verwendung verschiedener 
Gewebe, dazu gehören u. a. Herzklappen, Blutgefäße, Haut, Nerven, Muskulatur, Sehnen 
und Bänder (TUDORACHE et al. 2007; CHONG et al. 2009; REING et al. 2010; SONG und OTT 
2011a; CRAPO et al. 2012; YOSHIDA et al. 2012; ZOU und ZHANG 2012; YU et al. 2013; 
MANCUSO et al. 2014). Zudem können die Gewebe von verschiedenen Spezies gewonnen 
und entsprechend untersucht werden, hierfür kommen humane, porcine, bovine und equine 
Gewebe in Frage (CRAPO et al. 2011). Auf Grund der strukturellen, funktionellen und 
molekularen Charakteristika der einzelnen Gewebe ist die Möglichkeit eines vielfältigen 
Einsatzes gegeben. Im Bereich der Humanmedizin erfolgt bereits die Verwendung zellfreier 
Trägermaterialien in verschiedenen klinischen Applikationen (CANDAGE et al. 2008; LEE 
2008; WINTERS et al. 2008; WONG et al. 2010; MITCHELL und CIMA 2011). Zudem werden 
die zellfreien Trägermaterialien zunehmend in Kombination mit Bioreaktoren eingesetzt, um 
konkrete Fragestellungen hinsichtlich Verteilung und möglicher Differenzierung applizierter 
Zellen zu beantworten (SONG und OTT 2011a). Beschrieben ist ebenfalls die Kombination 
natürlicher und synthetischer Biomaterialien (SATO et al. 2000; DAI et al. 2010). 
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2.6              Dezellularisierung im Tissue-Engineering 
Ziel des Dezellularisierungsprozesses ist die Isolierung der zellulären Komponenten eines 
Gewebes von der extrazellulären Matrix, ohne letztere zu zerstören. Die Architektur und 
Zusammensetzung der extrazellulären Matrix eines Gewebes ist charakteristisch und spiegelt 
die Funktionalität des entsprechenden Gewebes wider. Eine zellfreie extrazelluläre Matrix 
erscheint somit als ideales Trägermaterial, da die Struktur und Organisation des 
Grundgerüstes eines Gewebes zur Verfügung steht (CARTMELL und DUNN 2000; GILBERT 
2012; LEE et al. 2013).  
 
2.6.1           Dezellularisierungsmethoden 
Es stehen unterschiedliche Methoden zur Dezellularisierung eines Gewebes oder eines 
Organs zur Verfügung. Generell unterscheidet man zwischen physikalischen, enzymatischen 
und chemischen Dezellularisierungsmethoden. Die Wahl der geeigneten 
Dezellularisierungsmethode erfolgt meist in Abhängigkeit der Zellularität, des Lipidgehaltes 
und der Schichtdicke eines Gewebes oder Organs (GILBERT 2012; DEEKEN et al. 2011; 
YOUNGSTROM et al. 2013; ARENAS-HERRERA et al. 2013; YOUNGSTROM et al. 2013). Häufig 
werden mehrere Dezellularisierungsmethoden miteinander kombiniert, um eine 
entsprechende Effektivität zu erzielen (NING et al. 2012). Die Entfernung aller zellulären 
Komponenten bei Erhalt der Architektur und Zusammensetzung der extrazellulären Matrix 
sowie die Zytokompatibilität des dezellularisierten Gewebes oder Organs sind als Gesamtziel 
zu betrachten (CRAPO et al. 2011; BADYLAK et al. 2011).  
 
2.6.1.1        Physikalische Dezellularisierungsmethoden 
Zu den physikalischen Methoden gehören u. a. die Anwendung von Ultraschallwellen, 
mechanische Manipulation und Gefrier-Auftau-Prozesse. Durch die Anwendung des Gefrier-
Auftau-Prozesses erfolgt eine Zerstörung der zellulären Membran durch Einlagerung von 
Eiskristallen in diese (JACKSON et al. 1991; ARNOCZKY et al. 1992; NING et al. 2012). Eine 
effektive Zelllyse ist somit gegeben. Ein Nachteil der Anwendung der Gefrier-Auftau-Zyklen 
ist eine mögliche, in Abhängigkeit der Gewebeart auftretende, Schädigung der 
extrazellulären Matrix (GIANNINI et al. 2008). Der negative Effekt auf mechanische 
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Eigenschaften wird bei tragfähigem, mechanisch robustem Gewebe allerdings als minimal 
beschrieben (CRAPO et al. 2011) Eine entsprechende Zerstörung der zellulären Membranen 
wird bei der Anwendung von Ultraschallwellen oder durch mechanische Beeinflussung des 
Gewebes, z. B. durch hydrostatischen Druck, ebenfalls erreicht (GILBERT et al. 2006). 
 
2.6.1.2        Enzymatische Dezellularisierungsmethoden 
Häufig beschriebene Enzyme zur Dezellularisierung von Gewebe oder Organen sind 
Nukleasen (OH et al. 2009; NING et al. 2012; YIN et al. 2013) und Trypsin (KASIMIR et al. 
2003; GRAUSS et al. 2005; WANG et al. 2005). Durch die Verwendung dieser Enzyme ist eine 
hohe Spezifität zur Entfernung von zellulären Rückständen und unerwünschten 
Komponenten der extrazellulären Matrix gegeben. Eine vollständige Entfernung aller 
zellulären Bestandteile ist durch die alleinige Anwendung von Enzymen schwierig. Mögliche 
enzymatische Rückstände können zudem eine Rezellularisierung (Besiedlung) negativ 
beeinflussen (CRAPO et al. 2011).  
 
 
2.6.1.3        Chemische Dezellularisierungsmethoden  
Zu den chemischen Dezellularisierungsmethoden zählt die Anwendung von Säuren, Basen, 
hypotonen und hypertonen Lösungen, Detergenzien sowie Chelatisierungsagenzien. Die 
Funktionsweisen der Säuren und Basen basiert auf einem hydrolytischen Abbau von 
Biomolekülen. Peressigsäure und Essigsäure wurden als zur Dezellularisierung verwendete 
Säuren beschrieben. Vorteile der Peressigsäure liegen in einer effektiven Entfernung der 
Nukleinsäuren.  Die Verwendung von Essigsäure erscheint jedoch auf Grund der Schädigung 
von Kollagen und somit verbundenem Strukturverlust der extrazellulären Matrix von 
fraglichem Wert. Der primäre Wirkungsmechanismus der Basen (Calciumhydroxid, 
Natriumsulfid u. a.) beruht auf Zerstörung der Kollagen-Crosslinks und somit auf der 
Spaltung einzelner Kollagenfibrillen. Schädigungen der Struktur und Organisation der 
extrazellulären Matrix sind somit auch hier zu erwarten. Hypotone und hypertone Lösungen 
entfalten ihre Wirkungsweise mittels einfacher osmotischer Effekte, ohne die Architektur 
der extrazellulären Matrix massiv zu verändern (REN et al. 2013). Um einen maximalen 
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osmotischen Effekt zu erzielen, ist die Kombination von hypo- und hypertoner Lösungen im 
aufeinanderfolgenden Wechsel beschrieben (CRAPO et al. 2011). Detergenzien können in 
drei Kategorien unterteilt werden. Dazu gehören nicht-ionische, ionische und zwitter-
ionische Detergenzien. Vertreter dieser Kategorien bewirkten einen Aufschluss der 
Zellmembranen und eine Zerstörung der DNA-Protein-Interaktionen (SEDDON et al. 2004; 
ARNOLD und LINKE 2008; SCHULZE-TANZIL et al. 2012). Triton X-100 ist ein nicht-ionisches 
Detergenz, welches vielfach zur Dezellularisierung verschiedener Gewebe und Organe 
beschrieben wurde (BADYLAK et al. 2011). Hervorzuheben ist die effektive Entfernung 
zellulärer Rückstände in Geweben mit hoher Schichtdicke. Für das häufig verwendete 
ionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) ist eine hohe Effektivität zur Entfernung 
zellulärer Komponenten für kompakte Gewebe nachgewiesen. Beschrieben ist allerdings 
auch eine mögliche Schädigung der extrazellulären Matrix durch Denaturierung der 
Matrixproteine (CRAPO et al. 2011; FAULK et al. 2014).  
Die Anwendung zwitter-ionischer Detergenzien führt zur Denaturierung von 
Proteinverbindungen und folglich zur Zerstörung der Zell- und Kernmembran (DAHL et al. 
2003). Vertreter der zwitter-ionischen Detergenzien erwiesen sich jedoch als ineffektiv zur 
Dezellularisierung kompakter Gewebe und Organe (CRAPO et al. 2011). 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) und Ethylenglycol- bis (aminoethylether) -N, N, N′, N′-
tetraessigsäure (EGTA) gehören zu den Chelatisierungsagenzien, welche häufig mit 
enzymatischen Methoden oder Detergenzien kombiniert werden (CEBOTARI et al. 2002; 
MEYER et al. 2006; RAGHAVAN et al. 2012; KEANE et al. 2015). Auf Grund der starken 
Komplexbildung mit metallischen Ionen kommt es zur Zerstörung der Zellmembranen. Die 
Zerstörung verschiedener Protein-Protein-Interaktionen erfolgt über denselben 
Wirkungsmechanismus.  
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Methode Wirkungsprinzip 
Physikalische Dezellularisierungsmethoden 
Temperatur (Gefrier- Auftauprozess) Zerstörung der Zellmembranen durch 
intrazelluläre Eiskristalle 
Druck Zerplatzen der Zellen 
Elektroporation Zerstörung der Zellmembran 
Enzymatische Dezellularisierungsmethoden 
Nukleasen Abbau von Nukleinsäuren durch Spaltung 
innerhalb der Nukleotidkette 
Dispase Spaltung spezifischer Peptide  
(hauptsächlich Fibronectin und Kollagen Typ IV) 
Trypsin Spaltung von Peptidverbindungen 
Chemische Dezellularisierungsmethoden 
Säuren und Basen Auflösung zytoplasmatischer  
Zellbestandteile 
Chelatbildner  
(EDTA, EGTA) 
Zerstörung der Zelladhäsion durch Bindung 
metallischer Ionen 
Hypertone und hypotone Lösungen  Zelltod durch osmotischen Schock, Zerstörung 
von DNA-Protein-Interaktionen 
Nicht-ionische Detergenzien  
(Triton X – 100) 
Zerstörung von DNA-Protein-Interaktionen 
Zerstörung von Lipid-Lipid- und Lipid-Protein- 
Interaktionen 
Ionische Detergenzien  
(SDS; Natriumdodecylsulfat) 
Aufschluss der Zell- und Kernmembranen 
durch Protein-Denaturierung 
Zwitter-ionische Detergenzien  
(CHAPS) 
Denaturierung von Proteinen 
Zerstörung von Lipid-Lipid- und Lipid-Protein- 
Interaktionen 
 Lösungsmittel   
Alkohole Zelllyse durch Dehydratation 
Avetone Zelllyse durch Dehydratation 
Tributylphosphat Zerstörung von Protein-Protein-Interaktionen 
Tabelle 3: Übersicht von Dezellularisierungsmethoden und deren Wirkprinzip nach CRAPO et al. 2011 
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3                  Zielstellung und Hypothesen der vorliegenden Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war es, ein optimales Dezellularisierungsprotokoll für intakte equine 
Beugesehnen (oberflächliche und tiefe Beugesehne) zu etablieren. Hierzu wurden equine 
Beugesehnen (oberflächliche und tiefe Beugesehne) nach vier verschiedenen Protokollen 
dezellularisiert. Zunächst erfolgte eine vergleichende Untersuchung der Effektivität der 
einzelnen Dezellularisierungsprotokolle. Ausgehend von den Ergebnissen dieser 
Untersuchung wurden zwei Protokolle ausgewählt, um nachfolgend die Zytokompatibilität 
der dezellularisierten Sehnen zu prüfen.  
Hypothesen: 
1) Intakte equine Beugesehnen (oberflächliche und tiefe Beugesehne) können nach den 
etablierten Protokollen dezellularisiert werden. 
2) Die einzelnen Dezellularisierungsprotokolle weisen Unterschiede hinsichtlich der 
Effektivität der Dezellularisierung auf. 
3) Die dezellularisierten Sehnen sind zytokompatibel und können mit equinen MSC 
erfolgreich besiedelt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Material und Methoden 
25 
4                  Material und Methoden 
4.1              Entnahme des Sehnengewebes 
4.1.1           Material 
Chemikalien, Lösungen Bezeichnung Hersteller 
Ethanol Ethanol 70 %ig PKH, Halle, BRD 
Jodalkohol Braunoderm  B.Braun, Melsungen, BRD 
Jodseife Braunosan Vet B.Braun, Tuttlingen, BRD 
PBS ohne Ca u. Mg 
Dubecco's Phospate 
Buffered Saline 
ohne Ca u. Mg 
PAA, Pasching, Österreich 
Verbrauchsgegenstände Bezeichnung Hersteller 
Einmalhandschuhe, steril Vasco®OP Sensitive B. Braun, Melsungen, BRD 
Einmalhandschuhe, unsteril Gentle Skin Meditrade, Kiefersfelden, BRD 
Einmalhandwaschbürste Medi-Scrub® 
Rovers Medical Divices B.V. 
Oss, Niederlande 
Einmalskalpell (Nr. 22)  B. Braun, Melsungen, BRD 
Mullkompressen, steril  
NOBA Verbandmittel, Wetter, 
BRD 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Klemmen  WDT eG, Garbsen, BRD 
Pinzette Chirurgische Pinzette WDT eG, Garbsen, BRD 
Schere Präparierschere WDT eG, Garbsen, BRD 
Weithalsdose Nalgene® Weithalsdosen C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Tabelle 4: Material zur Entnahme des Sehnengewebes 
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4.1.2           Methode zur Entnahme des Sehnengewebes 
Zunächst wurden die Gliedmaßen im Bereich des Röhrbeins geschoren, es folgte eine 
aseptische Vorbereitung der Haut (Reinigung und Desinfektion).  
Die Haut wurde im seitlichen Bereich des Röhrbeins mit vertikaler Verlaufsrichtung mit 
einem Einmalskalpell (Nr.22), etwa 15 cm lang, inzidiert. Es folgten zwei etwa 6 cm lange, 
horizontal verlaufende Inzisionen der Haut, ausgehend vom proximalen und distalen 
Endbereich der vertikal verlaufenden Inzision. 
Nach scharfer Präparation der Haut und Unterhaut wurde der Hautlappen zur Seite 
geklappt. Es folgte zunächst die Durchtrennung der oberflächlichen und der tiefen 
Beugesehne und des Unterstützungsbandes der tiefen Beugesehne im proximalen Bereich, 
etwa 4 cm unterhalb des Karpalgelenkes, sowie die Durchtrennung beider Beugesehnen im 
distalen Bereich, etwa 4 cm oberhalb des Fesselgelenkes. Ziel war es ein mindestens 10 cm 
langes Stück beider Beugesehnen zu entnehmen. Oberflächliche und tiefe Beugesehne 
einschließlich Unterstützungsband wurden nicht voneinander getrennt. Die steril 
entnommenen Beugesehnen einschließlich Unterstützungsband der tiefen Beugesehne 
wurden in sterile Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) verbracht und über 12 Stunden bei 
4°C gelagert. 
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4.2              Dezellularisierung der Sehnen 
4.2.1           Übersicht Versuchsaufbau 
 
 
 
Abbildung 9: Übersicht des Versuchsaufbaues 
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4.2.2           Material 
Chemikalien, Lösungen, Medien, 
Zusätze 
Bezeichnung Hersteller 
Antibiotikum Gentamycin  Invitrogen 
Antibiotikum Penicillin-Streptomycin 
Penicillin (10.000 IE/ml)/ 
Streptomycin (10.000μl/ml) 
PAA, Pasching, Österreich 
Aqua bidest  
eigene Herstellung 
Millipore 
Chlorwasserstoffsäure 37 %, reinst  C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Fetal Bovine Serum FBS 
Sigma Aldrich, Steinheim, 
BRD 
Hank`s Balanced Salt Solution HBSS 
BD Biosciences, Bedford, 
Massachusetts, USA 
Kulturmedium 
DMEM low glucose 
(1 gGlucose/l) mit 25 mM 
HEPES, mit L-Glutamin 
PAA, Pasching, Österreich 
Oktylphenylpolyethylenglykolether Triton X 100 
Sigma Aldrich, Steinheim 
BRD 
Dubecco's Phospate 
Buffered Saline ohne Ca u. Mg 
PBS ohne Ca u. Mg PAA, Pasching, Österreich 
Sodiumdodecylsulfat SDS C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochlorid 
PUFFERAN®, TRIS 
Hydrochlorid 
C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Verbrauchsgegenstände Bezeichnung Hersteller 
Einmalhandschuhe, unsteril Gentle Skin 
Meditrade, Kiefersfelden, 
BRD 
Einmalskalpell (Nr. 22)  B. Braun, Melsungen, BRD 
Flaschenaufsatzfilter 
(PES-Membran 0,22 µm Porengröße) 
„rapid“-Filtermax  
TPP Techno Plastic Products 
AG, Trasadingen, Schweiz 
Pasteurpipetten 
Pasteurpipetten, Natron-
Kalk-Glas 
Brand GmbH & Co KG, 
Wertheim, BRD 
Petrischalen  
(Plastik Durchmesser 145 mm) 
 
Greiner bio-one, 
Frickenhausen, BRD 
Pipettenspitzen  
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Serologische Pipetten 
(5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) 
 
Sarstedt AG und Co. 
Nümbrecht, BRD 
Sterilfilter, Porengröße 22 µm Syringe Filter 22 
TPP Techno Plastic Products 
AG, Trasadingen, Schweiz 
Zentrifugenröhrchen 
Zentrifugenröhrchen,  
Falcon 50ml  
BD Biosciences, Bedford, 
Messechusetts, USA 
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Geräte Bezeichnung Hersteller 
Absauger Sauger BVC 21 
Vacuubrand GmbH & Co 
KG, Wertheim, BRD 
Becherglas (800ml)  DURAN® Becherglas C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Flüssigstickstoff Lagertruhe 
Flüssigstickstoff Lagertruhe 
CryoPlus 2 
Thermo Fischer Scientific 
Inc., Waltham, 
Massachusetts, USA 
Gewindeflaschen  
(250 ml; 500 ml, 1000 ml) 
 C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Magnetrotator PluriPlix Mixing Adapter 
pluriSelect Life Science UG 
& Co. KG, Leipzig; BRD 
Magnetrührer Magnetrührer RCT Basic 
IKA-Werke GmbH und Co. 
KG, Staufen, BRD 
Messzylinder (100 0ml, 2000 ml)  C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Orbital Schüttler Multi PSU-10 Biosan, Riga, Lettland 
Pinzette Chirurgische Pinzette WDT eG, Garbsen, BRD 
Pinzette Langpinzette C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Pipettierhilfe Pipetus-akku 
Hirschmann Laborgeräte 
GmbH und Co. KG, 
Eberstadt, BRD 
Pipetten   
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Pulverspatel  C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Schere Präparierschere WDT eG, Garbsen, BRD 
Sterile Werkbank 
Sterile Werkbank Herasafe 
18 
Heraeus Holding GmbH, 
Hanau, BRD 
Waage Waage Sartorius BP2100S 
Sartorius AG, Göttingen, 
BRD 
Wärmeplatte RCT basic 
IKA-Werke GmbH & Co. KG, 
Staufen, BRD 
Tabelle 5: Material zur Dezellularisierung des Sehnengewebes 
 
4.2.3           Methoden zur Dezellularisierung der Sehnen 
Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an der Sicherheitswerkbank durchgeführt.  
Zunächst erfolgte die Trennung beider Beugesehnenstrukturen mittels stumpf/scharfer 
Präparation. Das Unterstützungsband der tiefen Beugesehne wurde mit einem 
Einmalskalpell (Nr.22) entfernt. Nach steriler Präparation der Sehnen und Entfernen des 
Paratenons wurden die Sehnen auf eine einheitliche Länge von 8 cm zugeschnitten und im 
Anschluss in jeweils 250 ml sterilem PBS gewaschen. Die beim Zuschneiden aus dem 
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proximalen Bereich der Beugesehnen verbliebenen Stücke mit einer Länge von 2 cm wurden 
als natives Sehnenmaterial (= Kontrollsehnengewebe) verwendet.  
Von dem Kontrollsehnengewebe wurde jeweils ein Stück der oberflächlichen und tiefen 
Beugesehne der Vorder- und Hintergliedmaße verwendet. Das Kontrollsehnengewebe 
wurde zur Bestimmung der Zellzahl nach Kollagenaseverdau (Kapitel 4.3.1), Bestimmung der 
Zellzahl nach histologischer Färbung (4.3.3) sowie Bestimmung des DNA-Gehaltes (Kapitel 
4.3.2) entsprechend bearbeitet.  
Die folgende Dezellularisierung der Sehnen erfolgte nach vier verschiedenen Protokollen. Für 
die Dezellularisierung nach den vier verschiedenen Protokollen wurden die oberflächlichen 
und die tiefen Beugesehne von insgesamt 6 Schlachtpferden verwendet.  
Alle Dezellularisierungs- und Waschschritte erfolgten unter dynamischen Bedingungen bei 
Raumtemperatur. 
 
4.2.3.1        Übersicht der einzelnen Dezellularisierungsprotokolle 
 
Abbildung 10: Übersicht der einzelnen Dezellularisierungsprotokolle 
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4.2.3.2        Dezellularisierung der equinen Beugesehnen nach den Protokollen A und B 
Nach der oben aufgeführten Präparation wurden die Sehnen für 2 Minuten in einen mit 
flüssigem Stickstoff befüllten Thermobehälter verbracht. Im Anschluss erfolgte eine 10-
minütige Inkubation der Sehnen in 37 °C warmem PBS. Dieser Gefrier-Auftau-Zyklus wurde 
fünfmal wiederholt. Danach erfolgte eine 48-stündige Inkubation in 250 ml Aqua bidest. 
Nachfolgend wurden die Sehnen für die Dezellularisierung nach dem Protokoll A für 48 
Stunden in 250 ml Triton X-100-Dezellularisierungspuffer inkubiert. Für die Dezellularisierung 
nach dem Protokoll B erfolgte eine Inkubation der Sehnen in 250 ml SDS 
Dezellularisierungspuffer für 48 Stunden. 
Zur Herstellung dieses Dezellularisierungspuffers wurde zunächst 112,10g TRIS-Puffer in    
800 ml entionisiertem Wasser in einem Messkolben gelöst. Nach vollständiger Lösung des in 
Pulverform vorliegenden TRIS-Puffers wurde der pH-Wert gemessen. Um einen pH-Wert von 
7,6 zu erreichen, erfolgte die Zugabe einer entsprechenden Menge von 
Chlorwasserstoffsäure. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 10ml Triton X-100 (Protokoll A -  
Triton X-100-Dezellularisierungspuffer) oder von 10 g SDS (Protokoll B – SDS 
Dezellularisierungspuffer). Nach gründlicher Homogenisierung der Lösung wurde der 
Messkolben auf 1000 ml mit entionisiertem Wasser aufgefüllt, so dass der Puffer insgesamt 
entweder 1 % Triton oder 1 % SDS enthielt. Zur weiteren Anwendung wurde der 
Dezellularisierungspuffer steril gefiltert. Nach der Inkubation der Sehnen im 
Dezellularisierungspuffer wurden diese zunächst mit sterilem Aqua bidest gespült und im 
Anschluss in 500 ml sterilem Aqua bidest gewaschen. Im zweiten Waschschritt erfolgte eine 
12-stündige Inkubation der Sehnen in 250 ml Basiszellkulturmedium (glucosearmes DMEM 
inkl. 10 % FCS, 1 % Penicillin-Streptomycin, 0,1 % Gentamycin). Im Anschluss daran wurde 
das Basiszellkulturmedium abgesaugt und durch 250 ml steriles PBS ersetzt. Die Sehnen 
verblieben 24 Stunden in dem sterilen PBS.  
 
4.2.2.1        Dezellularisierung der equinen Beugesehnen nach den Protokollen C und D 
Bei den Protokollen C und D erfolgte keine Anwendung der Gefrier-Auftau-Zyklen. Die 
weiteren Arbeitsschritte waren jedoch identisch. Das Protokoll C sah die Anwendung von 1 % 
Triton X 100 vor, das Protokoll D die Anwendung von 1 % SDS. 
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4.3               Auswertungsverfahren zur Beurteilung der Effektivität  
                    der verschiedenen Dezellularisierungsprotokolle 
4.3.1           Kollagenaseverdau und Zellzahlbestimmung 
4.3.1.1        Material 
Chemikalien, Enzyme, Lösungen Bezeichnung Hersteller 
Hank`s Balanced Salt Solution HBSS 
BD Biosciences, 
Bedford,Massachusetts 
Kollagenase  Collagenase I Stocklösung Gibco 
Dubecco's Phospate 
Buffered Saline ohne Ca u. Mg  
PBS ohne Ca & Mg PAA, Pasching, Österreich 
Trypanblau 0,4 %  
Sigma Aldrich, Steinheim, 
BRD 
Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller 
Einmalhandschuhe, unsteril Gentle Skin 
Meditrade, Kiefersfelden, 
BRD 
Einmalskalpell (Nr. 22)  B. Braun, Melsungen; BRD 
Parafilm   C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Pasteurpipetten 
Pasteurpipetten, Natron-
Kalk- Glas 
Brand GmbH & Co KG, 
Wertheim, BRD 
Petrischalen 
(Plastik Durchmesser 145 mm) 
 
Greiner bio-one, 
Frickenhausen, BRD 
Pipettenspitzen  
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Serologische Pipetten 
(5 ml) 
 
Sarstedt AG und Co. 
Nümbrecht, BRD 
Sterilfilter für Spritzen Syringe Filter 22 
TPP Techno Plastic Products 
AG, Trasadingen, Schweiz 
Zellsieb 100 µm Falcon Cell strainer 100 µm 
Thermo Fisher Scientific 
Inc., Waltham, 
Massachusetts, USA 
Zentrifugenröhrchen (15 ml;50 ml) Falcon™ Tube 
BD Biosciences, 
Bedford,Massachusetts, 
USA 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Absauger Sauger BVC 21 
Vacuubrand GmbH & Co KG, 
Wertheim, BRD 
Mikroskop Eclipse TE2000-S 
Nikon GmbH, Düsseldorf, 
BRD 
Orbital Schüttler Multi PSU-10 Biosan, Riga, Lettland 
Pinzette Chirurgische Pinzette WDT eG, Garbsen, BRD 
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Pipettierhilfe Pipetus-akku 
Hirschmann Laborgeräte 
GmbH und Co. KG, 
Eberstadt, BRD 
Pipetten  Pipetten  
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Sterile Werkbank 
Sterile Werkbank Herasafe 
18 
Heraeus Holding GmbH, 
Hanau, BRD 
Waage Waage Sartorius BP2100S 
Sartorius AG, Göttingen, 
BRD 
Wasserbad  Wasserbad GFL 1083 
GFL – Gesellschaft für 
Labortechnik mbH, 
Burgwedel, BRD 
Zählkammer 
Neubauer-improved 
Zählkammer 
Marienfeld-Superior, Lauda-
Königshofen, BRD 
Zentrifuge Zentrifuge Labofuge 400R 
Heraeus Holding GmbH, 
Hanau, BRD 
Tabelle 6: Material zur Anwendung Kollagenaseverdau und Bestimmung vitaler Zellen 
 
 
4.3.1.2        Methode Kollagenaseverdau und Zellzahlbestimmung 
Zunächst wurden 1 g (+/- 0,1 g) schwere Sehnenstücke des Kontrollsehnengewebes sowie 
aus dem mittleren Bereich der dezellularisierten equinen Beugesehnen mittels Skalpell (Nr. 
22) fein zerkleinert. Die fein zerkleinerten Sehnenstücke wurden bis zur weiteren 
Verarbeitung in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen mit 20 ml HBSS verbracht und über Nacht bei 
Raumtemperatur unter dynamischen Bedingungen gewaschen. Zu Beginn erfolgte die 
Herstellung der Kollagenase I-Stocklösung (Collagenase I, Gibco). Hierzu wurde 1 g 
Collagenase I mittels 50 ml HBSS in einem 50 ml Zentrifugenröhrchen gelöst. Nach steriler 
Filtrierung erfolgte die Herstellung der Kollagenase I-Arbeitslösung mit einer Kollagenase I- 
Konzentration von 5,6 mg pro ml HBSS, die jedes Mal frisch angesetzt wurde. Für 1 g 
Sehnengewebe wurden jeweils 10 ml Kollagenase I-Arbeitslösung verwendet. Zunächst 
wurde das HBSS mittels Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt, es folgte die Zugabe von 10 ml 
Kollagenase I-Arbeitslösung. Die Zentrifugenröhrchen wurden gut verschlossen und 
zusätzlich mit Parafilm im Deckelbereich ummantelt. Nach einer 8-stündigen Inkubation im 
Wasserbad bei 37 °C unter dynamischen Bedingungen wurde die Digestionslösung durch ein 
Zellsieb (100 µm) in ein neues 50 ml Falcon gegeben. Zusätzlich wurde das 
Zentrifugenröhrchen und das Zellsieb mit 10 ml HBSS ausgespült. Es folgte die Zentrifugation 
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der Digestionslösung  bei 437 x g bei einer Temperatur von 4 °C für 5 Minuten. Das 
entstandene Zellpellet wurde im folgenden Schritt vom Überstand getrennt, indem der 
Überstand mit einer Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt wurde. Das Zellpellet des 
Kontrollsehnengewebes wurde in 2 ml PBS, das Zellpellet des dezellularisierten 
Sehnengewebes in 1 ml PBS gelöst. Die Zellzahl wurde im Anschluss unter dem 
Lichtmikroskop ermittelt. Hierfür wurde ein definiertes Volumen der Zellsuspension mit 
Trypanblau angefärbt und die Anzahl der nicht gefärbten lebenden Zellen mithilfe der 
Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die ermittelte Zellzahl des jeweiligen 
Kontrollsehnengewebes wurde mit 100 % gleichgesetzt, um die entsprechende prozentuale 
Zellzahl des dezellularisierten Sehnengewebes berechnen zu können. 
 
 
4.3.2           Papainverdau und DNA-Quantifizierung 
4.3.2.1        Material 
Chemikalien, Enzyme, 
Fertigkits; Lösungen 
Bezeichnung Hersteller 
Aqua bidest  eigene Herstellung Millipore 
Chlorwasserstoffsäure  
Chlorwasserstoffsäure  
37 %, reinst 
C. Roth, Karlsruhe, BRD 
di-Natriumhydrogenphosphat 
Dihydrat (Na2HPO4) 
 C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Ethylendiamin-tetraessigsäure  EDTA C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Hank`s Balanced Salt Solution  HBSS 
BD Biosciences, 
Bedford,Massachusetts, USA 
N-Acetyl-Cystein  
Sigma Aldrich, Steinheim, 
BRD 
PicoGreen dsDNA 
Quantifikation Kit 
 
Invitrogen™, Carlsbad, 
Kalifornien, USA 
Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller 
Einmalhandschuhe, unsteril Gentle Skin 
Meditrade, Kiefersfelden, 
BRD 
Einmalskalpell (Nr. 22)  B. Braun, Melsungen, BRD 
Magnetrührer Magnetrührer RCT Basic 
IKA-Werke GmbH und Co. 
KG, Staufen, BRD 
Messzylinder (500 ml)  C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Pasteurpipette  
Brand GmbH & Co KG, 
Wertheim, BRD 
Petrischalen (Plastik  Greiner bio-one, 
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Durchmesser 145 mm) Frickenhausen, BRD 
Pipettenspitzen  
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Reaktionsgefäße  
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Serologische Pipetten 
(5 ml) 
 
Sarstedt AG und Co. 
Nümbrecht, BRD 
Zentrifugenröhrchen (15 ml) Falcon™ Tube 
BD Biosciences, 
Bedford,Massachusetts, USA 
96er Mikrotiterplatte  
BD Biosciences 
Bedford,Massachusetts, USA 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Absauger Sauger BVC 21 
Vacuubrand GmbH & Co KG, 
Wertheim, BRD 
Gefrierschrank (-80°C) -80 °C ULT Freezer 
Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, Massachusetts, 
USA 
Mikrotiterplattenphotometer Tecan Safire™ 
Tecan Group Ltd. 
Männedorf, Schweiz 
Pinzette Chirurgische Pinzette WDT eG, Garbsen, BRD 
Pipetierhilfe Pipetus-akku 
Hirschmann Laborgeräte 
GmbH und Co. KG, Eberstadt, 
BRD 
Pipetten   
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Sterile Werkbank Sterile Werkbank Herasafe 18 
Heraeus Holding GmbH, 
Hanau, BRD 
Thermomixer Thermomixer Comfort 
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Vortexer Vortes Genie 2 
Scientific Industries, New 
York, USA 
Waage Waage Sartorius BP2100S Sartorius AG, Göttingen, BRD 
Tabelle 7: Material Papainverdau und DNA Quantifizierung 
 
4.3.2.2.       Methode Papainverdau und DNA-Quantifizierung  
Zunächst wurden 200 mg (+/- 50 mg) schwere Sehnenstücke des Kontrollsehnengewebes 
sowie aus dem mittleren Bereich der dezellularisierten equinen Beugesehnen mit einem 
Skalpell (Nr.22) fein zerkleinert und in 1,5 ml- Zentrifugenröhrchen gelegt. Das Leergewicht 
der Zentrifugenröhrchen wurde zuvor ermittelt und dokumentiert. Nach Zugabe von 1ml 
HBSS folgte eine Inkubation über Nacht unter dynamischen Bedingungen bei 
Raumtemperatur. Zur Herstellung des gebrauchsfähigen Papains wurde das in Pulverform 
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vorliegende Papain in sterilem Aqua bidest  in einer Konzentration von 10 mg pro ml gelöst. 
Zunächst wurde das HBSS mit einer Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt. Es folgte die 
Zugabe von 800 µl gebrauchsfertigem Papain Digestions-Puffers (Tabelle 5) in jedes 
Zentrifugenröhrchen mittels Pipette, zusätzlich wurden jeweils 10 µl Papainstammlösung 
hinzu pipettiert. Die Zentrifugenröhrchen wurden in einen Schüttler verbracht und für 24 
Stunden bei 60 °C und maximalem Schütteln (1400 rpm) inkubiert. Die Digestionslösung 
wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert. Zur Bestimmung der DNA-
Konzentration wurde das PicoGreen dsDNA Quantifikation Kit der Firma Invitrogen 
verwendet. 
 
Abbildung 11: Protokoll zur Herstellung des Papain Digestions Puffers (500ml) 
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KOMPONENTE BEZEICHNUNG 
A 
Quant- iT™ Pico Green dsDNA reagent 
(Fluoreszenzfarbstoff) 
B 20 x TE-Puffer 
C λ DNA Standard-Stocksolution (100 µg pro ml) 
Tabelle 8: Zusammensetzung des PicoGreen dsDNA-Quantifikation Kit 
Quant- iT™ Pico Green dsDNA reagent ist ein Reagenz, mit dem doppelsträngige DNA 
quantifiziert werden kann. Der Fluoreszenzfarbstoff bindet hoch selektiv an doppelsträngige 
DNA und fluoresziert bei einer Wellenlänge von 480 nm. Die maximale Emissionswellenlänge 
beträgt 523 nm. 
Im ersten Schritt erfolgte die Verdünnung des 20 x TE-Puffers (Komponente B), unter 
Verwendung von sterilem Aqua bidest zu einem 1 x TE-Puffer. Hierzu wurden 20 ml des 20 x 
TE-Puffers und 380 ml steriles Aqua bidest in ein steriles Schraubglas pipettiert und gut 
vermischt. Der 1 x TE-Puffer wurde bis zum weiteren Gebrauch bei 4 °C kühl gelagert. Zur 
Herstellung einer DNA Standardverdünnungsreihe wurde eine Stammlösung mit einer DNA-
Konzentration von 2 µg pro ml aus der im Kit enthaltenden DNA Standard-Stocklösung 
(Komponente C – 100 µg/ml) mit 1 x TE-Puffer hergestellt und zu folgenden Konzentrationen 
verdünnt (Tabelle 9). 
 
 
Konzentrationen der DNA-Standardverdünnungsreihe (µg/ml) 
0 0,015625 0,03125 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2 
Messung 1 6 28 59 106 195 383 718 1530 3230 
Messung 2 7 28 60 109 185 400 821 1591 3250 
Mittelwert 6,5 28 59,5 107,5 190 391,5 769,5 1560,5 3290 
Tabelle 9: Messwerte einer DNA-Standardverdünnungsreihe 
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Abbildung 12: Grafik einer Standardkurve der DNA-Standardverdünnungsreihe. 
(Messwerte sind der oben aufgeführten Tabelle zu entnehmen) 
 
Zum Auftauen der Papain-digestierten Proben wurden diese in einem Thermomixer bei 60 °C 
und unter maximalem Schütteln für 10 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben 
einzeln abgewogen. Ziel war es, über das Gewicht der Lösung das exakte Probenvolumen 
zum Zeitpunkt der Messung bestimmen zu können. Die zu messenden Proben der 
Kontrollsehnengewebe wurden mit 1 x TE-Puffer in einem Verhältnis von 1:10 verdünnt. Die 
zu messende Proben des dezellularisierten Sehnengewebes wurden mit 1 x TE-Puffer in 
einem Verhältnis von 1:25 verdünnt. Die Probenlösung sollte nur noch zu einem Zehntel und 
zu einem Fünfundzwanzigstel im Endvolumen vorhanden sein, um Messwerte in 
interpretierbaren Bereichen erhalten zu können. Zunächst wurden 100 µl jeder verdünnten 
Digestionslösung und jeder einzelnen Konzentration der Standardverdünnungsreihe in 
jeweils eine Vertiefung eines 96er Wells pipettiert. Zusätzlich wurden jeweils 100 µl des 1 x 
TE-Puffers und des Papain-Digestionspuffers in ein separates Well der 96er Well-Platte 
pipettiert. Diese dienten als Negativkontrollen. Für alle Proben der Digestionslösungen, 
Konzentrationen der Standardverdünnungsreihe und Negativkontrollen wurde eine 
Doppelbestimmung durchgeführt (Tabelle 9). Es folgte die Verdünnung des PicoGreen 
dsReagent (Komponente A) in einem Verhältnis von 1:200 mit 1 x TE-Puffer. Im Anschluss 
wurden jeweils 100 µl des verdünnten PicoGreen-Reagenzes zu den jeweiligen Proben hinzu 
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pipettiert. Es folgte eine 5-minütige lichtgeschützte Inkubation bei Raumtemperatur. Die 
Messung der PicoGreen-Fluoreszenz erfolgte mit einem Safire microplate reader (TECAN) 
unter Verwendung einer Magellan 4 Software. Anhand der erhaltenden Regressionskurven 
der Standardverdünnungsreihe konnten die DNA-Konzentrationen der einzelnen Proben 
bestimmt werden. Dies ermöglichte nachfolgend die Berechnung des DNA-Gehaltes der 
einzelnen Proben. Der berechnete DNA-Gehalt des jeweiligen Kontrollsehnengewebes 
wurde mit 100 % gleichgesetzt, um den entsprechenden prozentualen DNA-Gehalt des 
dezellularisierten Sehnengewebes berechnen zu können. 
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4.3.3           Histologie 
4.3.3.1        Material 
Chemikalien, Lösungen Bezeichnung Hersteller 
Destilliertes Wasser    Roth, Karlsruhe, BRD  
Eiweißglycerin   
Eosin Lösung  1 %ig wässrig  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Essigsäure-N-Buthylester   Roth, Karlsruhe, BRD 
Ethanol    Roth, Karlsruhe, BRD  
Hämatoxylinlösung nach Gill II  Sigma Aldrich, Steinheim, BRD 
Isopropanol    Roth, Karlsruhe, BRD  
Paraffin    Vogel, Gießen, BRD  
Paraformaldehyd 4 %ig   Roth, Karlsruhe, BRD  
Roti® Histokitt   Roth, Karlsruhe, BRD  
Roti® Histol  Roth, Karlsruhe, BRD 
Xylol    Roth, Karlsruhe, BRD  
Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller 
Einmalhandschuhe  rotiprotect®-Nitril  Roth, Karlsruhe, BRD  
Einbettkassetten  Histosette® Simport, Quebec, Kanada  
Einbettschälchen    
Leica Microsystems,  
Wetzlar, BRD  
Mikrotom-Klingen    
Leica Microsystems,  
Wetzlar, BRD  
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Deckgläschen    
Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, 
Sondheim, BRD  
Färbeküvetten    VWR, Darmstadt, BRD  
Histokinette-Einbett-Automat  
Histokinette-Einbett-Automat 
Typ E 7326 
Fa. British American Optical 
Co., Bucks, England 
Kameramikroskop 
Olympus IX51 Inverses 
Mikroskop 
Olympus America Inc. Center 
Valley, Pennsylvania, USA 
Kühlplatte  Kühlplatte COP 30  Medite GmbH, Burgdorf, BRD  
Objektträger  Menzel-Gläser, Freiburg, BRD 
Schlittenmikrotom  
Schlittenmikrotom Typ SM 
2000R 
Fa. Leica Microsystems, 
Nussloch, BRD 
Tissue Embedding Center  
Tissue Embedding Center Typ 
Tissue TEK II 
Fa. Hasha AG, Bern, Schweiz 
Wärmeplatte  Digsi-Therm  
Harry Gestigkeit GmbH, 
Düsseldorf, BRD  
Wärmeschrank     Binder, Tuttlingen, BRD  
Tabelle 10: Material Histologie 
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4.3.3.2        Methoden der histologischen Untersuchung 
Das für die histologische Untersuchung verwendete Kontrollsehnengewebe und 
dezellularisierte Sehnengewebe wurde vor Beginn der Paraffineinbettung in einer 4 %igen 
Paraformaldehydlösung für 10 Tage bei 4 °C fixiert. Verwendet wurde jeweils ein 1 cm x 1 cm 
großes Gewebestück.  
 
4.3.3.2.1     Paraffineinbettung und Anfertigung der Schnitte 
Die fixierten Gewebestücke wurden einzeln in beschriftete Einbettkassetten gelegt und vor 
der Entwässerung und Paraffineinbettung für 1 Stunde unter fließendem Leitungswasser 
gewässert. Es folgte eine automatisierte Dehydrierung (Histokinette-Einbett-Automat Typ E 
7326) des Gewebes über 24 Stunden.  
 
 
 
Tabelle 11: Entwässerung und Paraffineinbettung der Proben mit Hilfe des vollautomatischen 
Einbettautomates Histokinette-Einbett-Automat Typ E 7326 
 
 
 
Ethanol 30 %ig 1 Stunde 
 Ethanol 50 %ig 5 Stunden 
Ethanol 70 %ig 1 Stunde 
Ethanol 80 %ig 2 Stunden 
Ethanol 96 %ig 2 Stunden 
Isopropanol 2 Stunden 
Isopropanol 1 Stunden 
Isopropanol 2 Stunden 
Essigsäure-N-Buthylester 3 Stunden 
Essigsäure-N-Buthylester 1 Stunden 
Paraffin 2 Stunden 
Paraffin 2 Stunden 
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Im Anschluss erfolgte die Einbettung der Gewebestücke in auf 56 °C erwärmtem flüssigem 
Paraffin mit Hilfe von Einbettschälchen. Nach 30-minütigen Auskühlen der Einbettschälchen 
auf einer Kühlplatte wurden die Paraffinblöcke aus dem Schälchen entfernt. Aus den 
Sehnengewebe enthaltenden Paraffinblöcken wurden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms 
Schnitte von 6 µm Dicke angefertigt. Die Schnitte wurden im Anschluss auf Eiweißglycerin- 
beschichtete Objektträger verbracht und für 24 Stunden in einem Wärmeschrank bei 37 °C 
zum Trocknen inkubiert. 
 
4.3.3.2.2     Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung 
Vor Beginn der Färbung wurden die Paraffinschnitte nach folgendem Protokoll 
entparaffiniert und rehydriert: 
 
 
Tabelle 12: Protokoll zum Entparaffinieren und Eindecken der Paraffinschnitte 
 
Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung erfolgte nach folgendem Standardprotokoll: 
 
Tabelle 13: Protokoll Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
 
Entparaffinieren 
Rotihistol 10 Minuten 
Xylol/Rotihistol 10 Minuten 
Rehydrieren 
96 %iger Ethanol 5 Minuten 
80 %iger Ethanol 5 Minuten 
70 %iger Ethanol 5 Minuten 
50 %iger Ethanol 5 Minuten 
Aqua dest Spülen 
Hämatoxylinlösung nach Gill II 5 Minuten 
Leitungswasser spülen 
Leitungswasser 10 Minuten („bläuen“) 
Eosin 1 %ig wässrig 1 Minute 
Aqua dest. spülen 
mit Fließpapier trocknen 
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Unmittelbar im Anschluss erfolgte die Dehydrierung und das Eindecken der Schnitte: 
 
 
Tabelle 14: Protokoll zum Dehydrieren und Eindecken der Schnitte 
 
 
4.3.3.2.3     Zellzahlbestimmung 
Die Auswertung der Hämatoxylin-Eosin gefärbten Schnitte erfolgte nach vorheriger zufälliger 
makroskopischer Markierung der auszuwertenden Bereiche auf dem Objektträger. Je Probe 
wurden insgesamt vier Bereiche zufällig ausgewählt. Im folgenden Schritt wurden 
lichtmikroskopische Aufnahmen aus dem mittleren Bereich der Markierung mit einem 20er 
Objektiv angefertigt (Olympus IX51 Inverses Mikroskop, Cell^A Software). Nach Anfertigung 
aller Bilder erfolgte eine quantitative Auswertung durch Zählung der vorhandenen Zellkerne, 
welche durch die Hämatoxylin-Eosin-Färbung deutlich blau-violett dargestellt werden 
konnten. Die ermittelte Zellzahl des jeweiligen Kontrollsehnengewebes wurde mit 100 %  
gleichgesetzt, um die entsprechende prozentuale Zellzahl des dezellularisierten 
Sehnengewebes berechnen zu können. 
 
 
 
 
 
 
 
96 %iger Ethanol                                  2 bis 3 Minuten 
mit Fließpapier trocknen 
Rotihistol 10 Minuten 
Abtropfen lassen 
Eindecken mit Roti-Histokit 
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4.3.4           Transmissionselektronenmikroskopie 
4.3.4.1        Material 
Lösungen, Medien, Zusätze Bezeichnung Hersteller 
Aqua bidest  eigene Herstellung Millipore 
Cacodylsäure Na-Salz 
Trihydrat 
 C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Glutardialdehyd Glutardialdehyd 25 % C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Glycidether Glycidether 100 C. Roth, Karlsruhe, BRD 
2,4,6-
Tri(dimethylaminomethyl)-
phenol 
Glycidether Beschleuniger 
DMP-30 
C. Roth, Karlsruhe, BRD 
1-Methyl-5-norbornen-2,3-
dicarbonsäureanhydrid, 
Methylnadicanhydrid 
Glycidether-Härter MNA C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Ethanol Ethanol Rotisolv HPLC C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Osmiumtetroxid  C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Paraformaldehyd reinst  C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Uranylacetat  C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Propylenoxid  Serva, Heidelberg, BRD 
Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller 
Diamantmesser Leica Ultracut UCT 
Leica Microsystems,  
Wetzlar, BRD 
Nickelgrid 300 Mash  Firma Plano EM, Wetzlar, BRD 
Schnappdeckelfläschchen 
Rotilabo 
Schnappdeckelfläschchen 
C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Schnappdeckel Rotilabo Schnappdeckel C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Serologische Pipetten  
Sarstedt AG und Co. 
Nümbrecht, BRD 
Bügelklinge  Roth, Karlsruhe, BRD 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Elektronenmikroskop Zeiss EFTEM Libra 120 
Carl Zeiss Microscopy GmbH, 
Jena, BRD 
Elektronenmikroskop Kamera Sharpeye 2k CCD Kamera 
A. Tröndle  
Prototypentwicklung, 
Moorenweis, BRD 
Kühlschrank Kühlschrank „Cooler“ 
Robert Bosch GmbH, 
Gerlingen, BRD 
Pinzette  WDT eG, Garbsen, BRD 
Silikonschale PEICO® Flacheinbettungsform Firma Plano EM, Wetzlar, BRD 
Trimmgerät Ultratrimm Reichert (Leica) Binder, Tuttlingen, BRD 
Tabelle 15: Material Transmissionselektronenmikroskopie 
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4.3.4.2        Methode 
Für die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden oberflächliche Beugesehnen 
euthanasierter Pferde verwendet (n=3). Es erfolgte eine elektronenmikroskopische 
Untersuchung von frisch entnommenem Sehnengewebe, in PBS gelagertem Sehnengewebe 
und dezellularisiertem Sehnengewebe (Abbildung 13). 
Die Aufarbeitung des Kontrollsehnengewebes und des dezellularisierten Sehnengewebes 
sowie die Anfertigung der transmissionselektronenmikroskopischen Bilder erfolgte als 
erhaltene Dienstleistung durch das Veterinär-Anatomische Institut der 
Veterinärmedizinischen Fakultät Leipzig. Die Auswertung der 
transmissionselektronenmikroskopischen Bilder erfolgte nach einem eigens entwickelten 
Scoringsystem.  
 
 
 
 
Abbildung 13: Aufteilung des Sehnengewebes zur transmissionselektronenmikroskopischen 
Untersuchung 
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4.3.4.2.1     Probenaufarbeitung  
Die oberflächlichen Beugesehnen wurden unmittelbar nach der Euthanasie des Tieres 
entnommen. Ziel war es, das Sehnengewebe so schonend wie möglich zu präparieren und 
möglichst zügig in die Immersionsfixierung zu überführen, um Artefakte zu vermeiden. Die 
Fixierung dient dem strukturellen Erhalt der Gewebe auf zellulärer und subzellulärer Ebene. 
Durch Bindung an die Aminogruppen von Proteinen und Lipoproteinen erfolgt eine 
Quervernetzung der genannten Strukturen. Die Immersionsfixierung erfolgte durch eine    
24-stündige Inkubation der entsprechenden Gewebeproben in einer gebrauchsfertigen 
Fixierlösung bestehend aus 4 % Glutardialdehyd + 4 % Paraformaldehyd in Kakodylat-Puffer 
(0.1 M Kakodylat- Puffer pH 7.2) bei einer Temperatur von 4-8 oC. Die gebrauchsfertige 
Fixierlösung wurde nach den ersten 5 Stunden der Fixierung gewechselt. Das Sehnengewebe 
der Gruppe 1 (frisches Kontrollsehnengewebe) wurde innerhalb von 15 Minuten nach der 
Entnahme mit einer Bügelklinge in kleine Stückchen mit einer Größe von 10 x 2 x 2 mm 
geschnitten und in die gebrauchsfertige Fixierlösung überführt. Das Sehnengewebe der 
Gruppen 2 und 3 wurden wie im Kapitel 4.1 und 4.2 beschrieben bearbeitet. Es folgte 
wiederum das Zuschneiden in kleine Stückchen mit einer Größe von 10 x 2 x 2 mm mit einer 
feinen Bügelklinge und die Überführung in die gebrauchsfertige Fixierlösung. Nach der 
Immersionsfixierung folgte die Osmierung der Sehnenproben. Zur Osmierung wurden die 
Proben für 2 Stunden in eine 1 %ige Osmiumtetroxid (OsO4)-Lösung in 0,1 M Kakodylat- 
Puffer inkubiert. Im Anschluss wurde das Osmiumtetroxid durch 3-maliges Spülen der Probe 
mit Kakodylat-Puffer (0,1M Kakodylatpuffer pH 7.2) ausgewaschen. Um eine Schrumpfung 
der Proben zu vermeiden, geht der Einbettung in Harz der Entwässerung in einer 
aufsteigenden Methanolreihe voran. Der Zusatz einer 1 %igen Uranylacetatlösung in            
70 %igen Methanol dient der Kontrastierung der Gewebeproben. 
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Die Entwässerung der Proben erfolgte nach folgendem Standardprotokoll: 
 
Tabelle 16: Protokoll zum Dehydrieren und Eindecken der Schnitte 
Am nächsten Tag folgte eine zweite Entwässerung der Sehnenproben nach folgendem 
Standardprotokoll:  
 
Tabelle 17: Protokoll zur Entwässerung der Proben 
Im weiteren Protokollverlauf wurde Propylenoxid durch das Einbettungsharz (Epon) ersetzt. 
Hierfür wurden die Gewebeproben in ein Gemisch aus Propylenoxid und Epon 
(Mischverhältnis 3:1) gelegt. Nach Verdunstung des Propylenoxids über Nacht wurde das 
Propylenoxid-Epon-Gemisch durch reines Epon ersetzt. Im Anschluss erfolgte die Einbettung 
der Gewebeproben in Silikonschalen, welche daraufhin für 10 Stunden im Wärmeschrank bei 
einer Temperatur von 45 °C gelagert wurden. 
Die weitere Polymerisation des Einbettungsharzes erfolgte im Wärmeschrank bei einer 
Temperatur von 60 °C für 4 Tage. Die Anfertigung der Ultradünnschnitte im Längs- und 
Querschnitt erfolgte mit Hilfe eines Diamantmessers. Die Ultradünnschnitte wurden auf ein 
Nickelgrid von 300 Mash gelegt und im Anschluss mit dem Elektronenmikroskop (Zeiss 
EFTEM Libra 120) bei 120 kV analysiert. Die Fotodokumentation erfolgte mit Hilfe einer 
Sharpeye 2k CCD Kamera.  
30 % Methanol 15 Minuten 
50 % Methanol 10 Minuten 
50 % Methanol 20 Minuten 
70 % Methanol + 1 % Uranylacetat 45 Minuten 
70 % Methanol 30 Minuten 
70 % Methanol über Nacht 
90 % Methanol 10 Minuten 
90 % Methanol 20 Minuten 
98 % Methanol 10 Minuten 
98 % Methanol 20 Minuten 
absol. Methanol 3 x 30 Minuten 
Propylenoxid 3 x 10 Minuten 
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4.3.4.2.2     Auswertung der transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen 
Für jede Probe wurden jeweils zwei Längsschnitte und zwei Querschnitte mittels eines 
eigens entwickelten Scoringsystems hinsichtlich des Erhalts der extrazellulären Matrix (ECM) 
und der zellulären Bestandteile ausgewertet. Die Auswertung der Aufnahmen wurde von 
zwei voneinander unabhängigen Wissenschaftlern durchgeführt. Die Fotodokumentationen 
wurden zuvor durch einen weiteren Wissenschaftler verblindet.  
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Score-System zur Beurteilung der extrazellulären Matrix – ECM-Score 
Kriterium und Beschreibung Bewertung 
Erkennbarkeit der Querstreifung (Beurteilung auf allen Längsschnitten) 
keine (nicht erkennbar) 0 
Schwach 1 
Deutlich 2 
Abgrenzbarkeit der einzelnen Fibrillen (Beurteilung auf allen Querschnitten) 
keine Abgrenzung möglich 0 
Schwach 1 
Deutlich 2 
Tabelle 18: Übersicht Score-System zur Beurteilung der extrazellulären Matrix – ECM- Score 
 
Score-System zur Beurteilung der zellulären Bestandteile – Zell-Score 
Kriterium und Beschreibung Bewertung 
Elektronendichte und Zellstruktur (Beurteilung auf allen Schnitten mit Zellen/Zelldebris) 
nur noch Zelldebris vorhanden, ursprüngliche Form der Zelle nicht nachvollziehbar  0 
Zelle weist eine niedrige Elektronendichte auf, zelluläre Struktur ist nicht mehr 
vorhanden, ursprüngliche Form der Zelle ist noch nachvollziehbar  
1 
verringerte Elektronendichte und Struktur der Zelle  2 
Zelle gesamt ist elektronendicht und strukturiert 3 
Zelle gesamt besitzt eine hohe Elektronendichte und ist deutlich strukturiert 4 
Erhalt der Membranen (Beurteilung auf allen Schnitten mit Zellen/Zelldebris) 
keiner, nur noch Zelldebris vorhanden 0 
Fragmentierung der Zell- und Kernmembranen 1 
schwer erkennbare Zell- und Kernmembranen 2 
Zell- und Kernmembranen sind erkennbar 3 
Zell- und Kernmembranen sind deutlich erkennbar 4 
Erhalt von Zellkern und Organellen (Beurteilung auf allen Schnitten mit Zellen/Zelldebris) 
keiner, nur noch Zelldebris vorhanden 0 
Zellorganellen sind homogen und schwer erkennbar 1 
Zellorganellen sind schwach erkennbar und weisen amorphe Verdichtungen auf 2 
Zellkern und Zellorganellen sind erkennbar und voneinander abgrenzbar 3 
Zellkern und Zellorganellen sind deutlich erkennbar und gut voneinander 
abgrenzbar 
4 
Tabelle 19: Übersicht Score- System zur Beurteilung der zellulären Strukturen – Zell- Score 
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4.4              Besiedlung der dezellularisierten Sehnenstreifen  
 
4.4.1    Übersicht der angewandten Dezellularisierungsprotokolle und nachfolgender       
             Besiedlung 
 
Abbildung 14: Übersicht der angewandten Dezellularisierungsprotokolle und nachfolgenden 
Besiedlung 
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4.4.2            Material 
Chemikalien, Enzyme, 
Lösungen, Medien, Zusätze 
Bezeichnung Hersteller 
Antibiotikum Gentamycin   
Invitrogen™, Carlsbad, 
Kalifornien, USA 
Antibiotikum Penicillin-
Streptomycin 
Penicillin (10.000 IE/ml)/  
Streptomycin (10.000 µl/ml)  
PAA, Pasching, Österreich  
Fetal Bovine Serum FBS Sigma Aldrich, Steinheim, BRD  
Kulturmedium  
DMEM low glucose (1 g  
Glucose/l) mit 25 mM  
HEPES, mit L-Glutamin  
PAA, Pasching, Österreich  
  
Dubecco's  Phospate  
Buffered Saline ohne Ca &  
Mg  
PBS ohne Ca & Mg PAA, Pasching, Österreich  
SPIO mit Fluoreszenzfarbstoff  Molday ION Rhodamine B™  Biopal, Worcester, USA  
Trypsin- EDTA 
Trypsin/EDTA 1x 
(0,05/0,02% in PBS) 
PAA, Pasching, Österreich 
Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller 
Bügelklinge  Roth, Karlsruhe, BRD 
Einmalhandschuhe, unsteril Gentle Skin Meditrade, Kiefersfelden, BRD 
Pasteurpipetten 
Pasteurpipetten, Natron-Kalk- 
Glas 
Brand GmbH & Co KG, 
Wertheim, BRD 
Petrischalen  
(Plastik Durchmesser 145 mm) 
 
Greiner bio-one, 
Frickenhausen, BRD 
Pipettenspitzen  Eppendorf AG, Hamburg, BRD 
Serologische Pipetten 
(5ml) 
 
Sarstedt AG und Co. 
Nümbrecht, BRD 
Zellkulturflaschen  Cellstar tissue culture flasks  
Greiner bio-one, 
Frickenhausen, BRD 
Zentrifugenröhrchen (15 ml; 
50 ml) 
Falcon™ Tube 
BD Biosciences, 
Bedford,Massachusetts, USA 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Absauger Sauger BVC 21 
Vacuubrand GmbH & Co KG, 
Wertheim, BRD 
Brutschrank 
37 °C, 5 % CO2, 90 % rH 
BBD 6220 Inkubator 
Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
BRD 
Gefrierschrank (-80 °C) -80 °C ULT Freezer 
Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, Massachusetts, USA 
Mikroskop Eclipse TE2000-S Nikon GmbH, Düsseldorf, BRD 
Pinzette Chirurgische Pinzette WDT eG, Garbsen, BRD 
Pipettierhilfe Pipetus-akku 
Hirschmann Laborgeräte GmbH 
und Co. KG, Eberstadt, BRD 
Pipetten   Eppendorf AG, Hamburg, BRD 
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Sterile Werkbank Sterile Werkbank Herasafe 18 
Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
BRD 
Waage Waage Sartorius BP2100S Sartorius AG, Göttingen, BRD 
Wasserbad  Wasserbad GFL 1083 
GFL – Gesellschaft für 
Labortechnik mbH, Burgwedel, 
BRD 
Zählkammer 
Neubauer-improved 
Zählkammer 
Marienfeld-Superior, Lauda-
Königshofen, BRD 
Zellkulturschalen aus Glas  C. Roth, Karlsruhe, BRD 
Zentrifuge Zentrifuge Labofuge 400R 
Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
BRD 
Tabelle 20: Material zur Besiedlung der dezellularisierten Sehnenstreifen 
 
 
4.4.3            Methoden 
Für die Besiedelung der dezellularisierten Sehnenstreifen wurden equine MSC eines Tieres 
verwendet. Die equinen MSC wurden zuvor von unserer Forschungsgruppe Orthopedic and 
Stem Cell Research nach einem Standardprotokoll aus Fettgewebe des Pferdes isoliert 
(GITTEL et al. 2013), kultiviert und in der 3. Passage in flüssigem Stickstoff gelagert. Auf 
Grund der Ergebnisse der zuvor ermittelten Effektivität der Dezellularisierung wurden 
equine oberflächliche Beugesehnen von 3 Schlachtpferden durch Anwendung der Protokolle 
A und B dezellularisiert. 
 
4.4.3.1        Zellkultur 
Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank 
durchgeführt. 
 
4.4.3.1.1     Auftauen der equinen MSC 
Zunächst wurden die eingefrorenen MSC im Cryoröhrchen in einem 37 °C warmen 
Wasserbad unter leichtem Schwenken des Röhrchens aufgetaut. Da das im Einfriermedium 
enthaltene DMSO eine zytotoxische Eigenschaft aufweist, musste der Auftauprozess schnell 
erfolgen, um längeren Kontakt der stoffwechselaktiven MSC mit DMSO zu vermeiden. Im 
Anschluss wurde die aufgetaute Zellsuspension zügig in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen 
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pipettiert. Es folgte die Zugabe von 45 ml PBS, anschließend wurde das Zentrifugenröhrchen 
in eine Zentrifuge verbracht und für 5 Minuten bei 437 g zentrifugiert. Nach der 
Zentrifugation wurde der Überstand vorsichtig mit einer Glaspasteurpipette abgesaugt. Nach 
nochmaliger Zugabe von  45ml PBS, anschließender Zentrifugation für 5 Minuten bei 437 g 
wurde der Überstand wie oben beschrieben abgesaugt. Das Zellpellet wurde im nächsten 
Schritt in Basis-Zellkulturmedium resuspendiert und die Zellen in T175  Zellkulturflaschen mit 
einer Aussaatdichte von 500.000 Zellen pro Zellkulturflasche ausgesät. 
 
4.4.3.1.2     Inkubation der equinen MSC 
Unmittelbar nach der Aussaat erfolgte eine Inkubation der Zellen im Brutschrank bei 37 °C 
und 5 % CO2 in feuchter Atmosphäre. Das Basis-Zellkulturmedium wurde in regelmäßigen 
Abständen, alle drei bzw. vier Tage, gewechselt. Hierzu wurde das alte Basis- 
Zellkulturmedium mittels Vakuumpumpe und steriler Glaspasteurpipette abgesaugt und 
durch 20 ml frisches Basis-Zellkulturmedium ersetzt. 
 
4.4.3.1.3     Markierung der equinen MSC mit Molday ION Rhodamine B™  
Nach dem Erreichen einer Zellkonfluenz von ca. 80 % erfolgte die Markierung der equinen 
MSC mit Molday ION Rhodamine B™. Das Basis-Zellkulturmedium wurde mittels 
Vakuumpumpe und Glaspasteurpipette abgesaugt. Nach dem Aufbringen von 10 ml Molday 
ION Rhodamine B™-Gebrauchslösung pro T 175-Zellkulturflasche (125 µl Molday ION 
Rhodamine B™ + 9875 µl Basis-Zellkulturmedium, Eisenkonzentration von 25 µg/ml) erfolgte 
eine 12-stündige Inkubation bei 37 °C und 5 % Co2-feuchter Atmosphäre. Nach Inkubation 
und Abnahme der Molday ION Rhodamine B™-Gebrauchslösung mittels Vakuumpumpe und 
Glaspasteurpipette folgte eine dreimalige, intensive Waschung der Zellen mit PBS. Bis zur 
weiteren Verarbeitung wurden 20 ml Basis-Zellkulturmedium auf die Zellen aufgebracht, 
gefolgt von einer Inkubation nach Standardkulturbedingungen. 
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4.4.3.1.4     Gewinnung und Ablösung der SPIO-markierten equinen MSC 
Im Anschluss der Zellmarkierung mit Molday ION Rhodamine B™ wurden die Zellen für die 
Besiedlung genutzt. Zunächst wurde das Basis Zellkulturmedium mit einer Vakuumpumpe 
und einer Glaspasteurpipette abgesaugt. Durch Einbringen von 20 ml PBS in die 
Zellkulturflasche und anschließendem leichten Schwenken wurden die Zellen gewaschen. 
Nach Abnahme des PBS erfolgte die Zugabe von 6 ml Trypsin-PBS-Lösung und eine 
anschließende 5-minütige Inkubation bei 37 °C. Die Ablösung der Zellen wurde 
mikroskopisch kontrolliert und ggf. durch leichtes Beklopfen der Zellkulturflasche forciert. 
Durch Zugabe von 18 ml Basis-Zellkulturmedium wurde die Trypsinwirkung gestoppt. Nach 
leichtem Schwenken der Zellkulturflasche wurde die Zellsuspension mittels Pipette in ein     
50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Nach Abtrennen des Trypsins durch Zentrifugation    
(5 min, 437 xg, 11 °C) wurde der Überstand vorsichtig mit Hilfe einer Glaspasteurpipette 
abgenommen. Es folgte die Zugabe von 20 ml PBS und anschließender Zentrifugation (5 min, 
437 xg, 11 °C). Nach Abnahme des Überstands mit einer Glaspasteurpipette wurde das 
Zellpellet in Basis-Zellkulturmedium resuspendiert und die Zellzahl nach Trypanblau-Färbung 
in einer Neubauer Zählkammer bestimmt. 
 
4.4.3.1.5     Präparation der dezellularisierten Sehnen und Besiedlung  
                     mit Molday ION Rhodamine B™-markierten equinen MSC 
 
Aus den dezellularisierten oberflächlichen Beugesehnen wurden zunächst Sehnenstreifen 
präpariert (Abbildung 15). Hierzu wurden mittels einer scharfen Bügelklinge einheitliche 
Sehnenstreifen mit einer Größe von 30 mm x 10 mm x 3 mm aus der Beugesehne 
zurechtgeschnitten. Die angefertigten Streifen wurden maximal 24 Stunden in  PBS, unter 
Zusatz von 1 % Penicillin-Streptomycin und 0,1 % Gentamycin bei einer Temperatur von 4 °C 
kühl gelagert. Vor der Besiedlung der Sehnenstreifen wurden diese mittels Pinzette auf eine 
Zellkulturschale gelegt und für 60 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2-feuchter Atmosphäre 
aufgewärmt. Im nächsten Schritt erfolgte die Vorbereitung der markierten equinen MSC wie 
im Kapitel 3.2.4.1.4 beschrieben. Anschließend wurde die Besiedlung mit 130 000 Zellen auf 
1 cm2 Sehnenstreifen vorgenommen. Hierzu wurden 90 µl der Zellsuspension 
mäanderförmig auf der Oberfläche des Sehnenstreifens verteilt. Um die Effizienz der 
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Besiedlung zu verbessern und eine Adhäsion der MSC zu ermöglichen, wurden die 
besiedelten Sehnenstreifen in Glaszellkulturschalen (Ø 60 mm) verbracht und für 2 Stunden 
bei 37 °C und 5 % CO2-feuchter Atmosphäre inkubiert. Im Anschluss erfolgte die vorsichtige 
Zugabe von 4 ml Basis-Zellkulturmedium mit einer  Pipette. Die besiedelten Sehnenstreifen 
wurden 7 und 14 Tage unter Standardbedingungen inkubiert, das Basis-Zellkulturmedium 
wurde alle 3 bzw. 4 Tage gewechselt. Unbesiedelte Sehnenstreifen wurden unter denselben 
Bedingungen inkubiert und dienten als Kontrolle. 
 
 
Abbildung 15: Sehnenstreifen der oberflächlichen Beugesehne 
 
4.5               Kontrolle des Besiedlungserfolges 
4.5.1            Material 
Chemikalien, Färbekits, Lösungen Bezeichnung Hersteller 
Destilliertes Wasser    Roth, Karlsruhe, BRD  
Eiweißglycerin   
Eosin-Lösung  1 %ig wässrig  
Sigma Aldrich, Steinheim, 
BRD 
Essigsäure-N-Buthylester   Roth, Karlsruhe, BRD 
Ethanol    Roth, Karlsruhe, BRD  
Gelatine 
Kaisers Glycerin-Gelatine 
phenolfrei 
Roth, Karlsruhe, BRD 
Hämatoxylinlösung nach Gill II  
Sigma Aldrich, Steinheim, 
BRD 
Isopropanol    Roth, Karlsruhe, BRD  
Oktylphenylpolyethylenglykolether Triton X 100 Sigma Aldrich, Steinheim BRD 
Paraffin    Vogel, Gießen, BRD  
Paraformaldehyd 4 %ig   Roth, Karlsruhe, BRD  
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PBS ohne Ca u. Mg  
Dubecco's  Phospate  
Buffered Saline ohne Ca &  
Mg  
PAA, Pasching, Österreich  
Roti® Histokitt   Roth, Karlsruhe, BRD  
Roti® Histol  Roth, Karlsruhe, BRD 
Preußisch-Blau-Färbekit  Biopal, Worcester, USA 
Viabilität- und Zytotoxizitäts-Assay 
(Live/Dead®) 
Live/Dead® 
Viability/Cytotoxicity Kit 
Invitrogen, Karlsruhe, BRD 
Xylol    Roth, Karlsruhe, BRD  
4`6. Diamino-2-Phenylindol  DAPI 
Sigma Aldrich, Steinheim, 
BRD 
Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller 
Bügelklinge   
Einbettkassetten  Histosette® Simport, Quebec, Kanada  
Einbettschälchen    
Leica Microsystems, Wetzlar, 
BRD  
Einmalhandschuhe, unsteril Gentle Skin 
Meditrade, Kiefersfelden, 
BRD 
Einmalhandschuhe, unsteril Rotiprotect®-Nitril  Roth, Karlsruhe, BRD  
Mikrotom-Klingen    
Leica Microsystems, Wetzlar, 
BRD  
Pasteurpipetten 
Pasteurpipetten, Natron-
Kalk- Glas 
Brand GmbH & Co KG, 
Wertheim, BRD 
Pipettenspitzen  
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Zentrifugenröhrchen (15ml) Falcon™ Tube 
BD Biosciences, 
Bedford,Massachusetts 
4-Well  
BD Biosciences, 
Bedford,Massachusetts 
Geräte Bezeichnung Hersteller 
Absauger Sauger BVC 21 
Vacuubrand GmbH & Co KG, 
Wertheim, BRD 
Deckgläschen    
Glaswarenfabrik Karl Hecht 
KG, Sondheim, BRD  
Färbeküvetten    VWR, Darmstadt, BRD  
Fluoreszenzmikroskop mit Kamera 
Axiovert 200 M mit 
AxioCam HRc 
Carl Zeiss Microscopy GmbH, 
Jena, BRD 
Histokinette-Einbett-Automat  
Histokinette-Einbett-
Automat Typ E 7326 
Fa. British American Optical 
Co., Bucks, England 
Kameramikroskop 
Olympus IX51 Inverses 
Mikroskop 
Olympus America Inc. Center 
Valley, Pennsylvania, USA 
Kühlplatte  Kühlplatte COP 30  Medite GmbH, Burgdorf, BRD  
Magnetresonanztomograph 
Hallmarq Equine 
Limbscanner 
Hallmarq Veterinary Imaging, 
Guildford, England 
Objektträger  Menzel-Gläser, Freiburg, BRD 
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Pinzette Chirurgische Pinzette WDT eG, Garbsen, BRD 
Pipetten  Pipetten  
Eppendorf AG, Hamburg, 
BRD 
Schlittenmikrotom  
Schlittenmikrotom Typ SM 
2000R 
Fa. Leica Microsystems, 
Nussloch, BRD 
Sterile Werkbank 
Sterile Werkbank 
Herasafe 18 
Heraeus Holding GmbH, 
Hanau, BRD 
Tissue Embedding Center  
Tissue Embedding Center 
Typ Tissue TEK II 
Fa. Hasha AG, Bern, Schweiz 
Wärmeplatte  Digsi-Therm  
Harry Gestigkeit GmbH, 
Düsseldorf, BRD  
Wärmeschrank     Binder, Tuttlingen, BRD  
Zentrifügenröhrchenständer  Roth, Karlsruhe, BRD 
Tabelle 21: Material zur Kontrolle des Besiedlungserfolges 
 
4.5.2            Methoden zur Kontrolle des Besiedlungserfolges 
Die Kontrolle des Besiedlungserfolges der dezellularisierten Sehnenstreifen erfolgte anhand 
verschiedener Fluoreszenz- und histologischer Färbungen an Tag 7 und Tag 14 nach der 
Besiedelung. Zudem wurde eine MRT-Untersuchung der besiedelten Sehnenstreifen an Tag 0 
sowie an Tag 7 und 14 durchgeführt. Die entsprechenden Kontrollsehnenstreifen erfuhren 
die gleiche Prozedur. 
 
4.5.2.1        Zellvitalität besiedelter Sehnenstreifen 
Die Zellvitalität wurde mit Hilfe eines Viabilität- und Zytotoxizitäts-Assays (Live-Dead- 
Assay®) fluoreszensmikroskopisch bestimmt. Der Live-Dead-Assay ist ein Zwei-Farben- 
Fluoreszenztest, der die Identifizierung lebender und toter Zellen ermöglicht. Die nicht 
fluoreszierende Substanz Calcein-AM ist ein Zellwand-permeables Esterase-Substrat, 
welches via Diffusion in das Zytoplasma von lebenden Zellen gelangt. Durch Abspaltung des 
Acetoxymethylesterrestes entsteht das stark grünfluoreszierende Calcein, das im Zytoplasma 
der lebenden Zelle verbleibt. Der rotfluoreszierende Farbstoff, Ethidium-Homodimer-1, kann 
von Zellen mit intakter Zytoplasmamembran nicht aufgenommen werden. Durch Defekte 
der Zytoplasmamembran dringt der Farbstoff allerdings sehr schnell in die Zelle ein und 
bindet an zelluläre DNA. Lebende Zellen weisen somit bei einer Wellenlänge von λ = 494 nm 
(Anregung) eine Grünfluoreszenz, tote Zellen bei einer Wellenlänge von λ = 517 nm 
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(Anregung) eine Rotfluoreszenz auf. Zur Bestimmung der Zellvitalität wurde ein 15mm x 10 
mm x 3 mm großes Stück des gesamten Sehnenstreifens verwendet. Hierzu wurde der 
jeweilige Sehnenstreifen mit einer Bügelklinge in der Mitte zerteilt. Das zweite Stück des 
Sehnenstreifens wurde für die Anfertigung der histologischen Färbungen vorgesehen. Nach 
leichtem Schwenken des Sehnenstreifens in PBS wurde dieser in die Vertiefung einer 4er-
Well-Schale eingelegt. Es erfolgte die Zugabe von 1 ml PBS mittels Pipette, im Anschluss die 
Zugabe von 0,8µl Calcein- AM und 0,8 µl Ethidium- Homodimer- 1. Nach 30-minütiger 
lichtgeschützter Inkubation bei Raumtemparatur folgte eine intensive Waschung des 
Sehnenstreifens mit PBS. Im folgenden Schritt wurden fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen von vier zufällig ausgewählten Bereichen des Sehnenstreifens angefertigt.  
 
4.5.2.2        Histologie 
Die für die histologische Untersuchung verwendeten Kontrollsehnenstreifen und besiedelten 
Sehnenstreifen wurden vor Beginn der Paraffineinbettung in einer 4  %igen 
Paraformaldehydlösung für 10 Tage bei 4 °C inkubiert. Verwendet wurde jeweils ein             
15 x 10 x 10 mm großes Stück. Die Paraffineinbettung und die Anfertigung der Schnitte 
erfolgten wie im Kapitel 4.3.3.2 beschrieben. 
 
4.5.2.2.1     Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung 
Die Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung wurde wie im Kapitel 4.3.3.2.2 beschrieben 
durchgeführt. Anschließend wurden lichtmikroskopische Aufnahmen vier zufällig 
ausgewählter Bereiche angefertigt. 
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4.5.2.2.2     Preußisch-Blau-Färbung 
Mit Hilfe der Preußisch-Blau-Färbung kann dreiwertiges Eisen und somit das Vorhandensein 
der zuvor mittels Molday ION Rhodamine B™ markierten equinen MSC nachgewiesen 
werden. Zunächst erfolgte die Herstellung der Färbelösung durch Mischung der Reagenzien 
A und B des Preußisch Blau-Färbekits (Biopal, Worcester, USA) entsprechend der 
Herstelleranweisung. Vor Beginn der Färbung wurden die Paraffinschnitte nach 
Standardprotokoll entparaffiniert und rehydriert. Die Preußisch-Blau-Färbelösung wurde 
mittels Pipette auf die Objektträger aufgetragen. Es folgte eine 20-minütige Inkubation bei 
Raumtemperatur, danach wurde die Färbelösung mit einer Vakuumpumpe und 
Glaspasteurpipette vorsichtig abgesaugt. Anschließend wurden die Objektträger in Küvetten 
gelegt, mit PBS gespült und mit Fließpapier getrocknet. Die Dehydrierung und das Eindecken 
erfolgten nach Standardprotokoll. Es folgte die Anfertigung lichtmikroskopischer Aufnahmen 
von 4 zufällig ausgewählten Bereichen. 
 
4.5.2.2.3     DAPI-Färbung 
4`6. Diamino-2-Phenylindol (DAPI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der durch Bindung an adenin- 
und thymidinreiche Regionen der DNA eine Anfärbung von Zellkernen ermöglicht. Zunächst 
wurden die Objekte nach Standardprotokoll entparaffiniert und rehydriert. Nach 2-maligem 
Spülen in PBS erfolgte das Aufbringen von PBS unter Zusatz von Triton X- 100 (0,3 %) auf die 
Objekte, anschließend eine Inkubation für 20 Minuten bei Raumtemperatur. Die DAPI- 
Gebrauchsfärbelösung wurde durch Verdünnung des DAPI-Fluoreszenzfarbstoffes mit PBS 
(Verdünnung 1:10.000) hergestellt. Nachdem die PBS-Triton-X-100-Lösung mittels 
Vakuumpumpe und Glaspasteurpipette abgesaugt wurde, erfolgte das Aufbringen der DAPI- 
Gebrauchsfärbelösung mittels Pipette. Die Objektträger wurden im Anschluss lichtgeschützt 
für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation folgte ein     
3-maliges intensives Waschen der Objekte in PBS für jeweils 5 Minuten. Die Dehydrierung 
wurde  nach Standartprotokoll durchgeführt, im nächsten Schritt folgte das Eindecken mit 
Kaisers Glycin-Gelatine. Anschließend wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 4 
zufällig ausgewählter Bereiche angefertigt. 
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4.5.2.2.4     Untersuchung der besiedelten Sehnenstreifen mittels MRT 
Zum Nachweis der SPIO-markierten equinen MSC erfolgte am Tag 1, 7 und 14 nach 
Besiedlung die Untersuchung der Sehnenstreifen mit einem klinischen     0,27 T-
Magnetresonanztomographen (Hallmarq). Als Kontrolle dienten nicht besiedelte 
Sehnenstreifen. Für die Untersuchungen wurden die Sehnenstreifen vorsichtig in mit 
erwärmtem PBS befüllte 15 ml-Zentrifugenröhrchen verbracht. Die Darstellung in der T1- 
gewichteten (T1 w) Sequenz diente der Überprüfung der exakten Position und des Volumens 
der Konstrukte bei der quantitativen Auswertung.  Es war darauf zu achten, dass die 
Konstrukte in einem Winkel von 55° positioniert waren, um basierend auf dem „Magic 
Angle“-Effekt ein hyperintenses Signal von dem Sehnengewebe zu erhalten. Sehnengewebe 
ist durch eine anisotrope Anordnung der Kollagenfasern charakterisiert. In Folge der 
Abhängigkeit der T2-Zeit von der Ausrichtung der Kollagenfasern zum statischen Magnetfeld 
bedingt die anisotrope Struktur des Sehnengewebes bei paralleler Ausrichtung der 
Kollagenfasern zum statischen Magnetfeld eine kurze T2-Relaxationszeit und somit eine 
niedrige Signalintensität. Verlaufen die Kollagenfasern in einem Winkel von 55° +/- 10° zum 
statischen Magnetfeld, verlängert sich die T2-Relaxationszeit. Dies führt zu einer erhöhten 
Signalintensität in der T1-gewichteten Sequenz und folglich zu einem hyperintensen Signal 
(WEISHAUPT et al. 2014). Dieses Phänomen wird als „Magic Angle“-Effekt bezeichnet und 
gilt als spezifisches Merkmal der Verlaufsrichtung von Kollagenfasern (PEH und CHAN 1998; 
SPRIET und MCKNIGHT 2009). Die T2*-gewichtete (T2* w) Sequenz wurde zur Darstellung 
der durch die SPIO-Partikel verursachten hypointensen Artefakte genutzt (CROMER 
BERMAN, STACEY M et al. 2011; JÜLKE et al. 2015). Die Verwendung von 
Zentrifugenröhrchenständern ermöglichte die Platzierung von vier Zentrifugenröhrchen und 
somit die zeitgleiche Untersuchung von vier Sehnenstreifen. Nach Abschluss der jeweiligen 
magnetresonanztomografischen Untersuchung wurden die Sehnenstreifen unter sterilen 
Bedingungen in zuvor vorbereitete Glaspetrischalen mit vorgewärmtem Kulturmedium 
verbracht und weiterhin nach Standard inkubiert. Die Bildbearbeitung und Datenauswertung 
erfolgte als erhaltende Dienstleistung durch Dr. Karsten Winter, Translationszentrum für 
Regenerative Medizin, Universität Leipzig. Zur quantitativen Auswertung wurde die Software 
Mathematica (Version 8.0, Wolfram Research Inc., Champaign, Illinois, USA)) verwendet. 
Zunächst erfolgte die Registrierung der entsprechenden Bilder der T2*w-Bilder auf die 
entsprechenden T1w-Bilder mittels affiner Transformationen, um das jeweilige Volumen der 
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Sehnenstreifen anhand ihres hyperintensen Signals in den T1 w-Aufnahmen abgrenzen zu 
können. Die Sehnenstreifen wurden anschließend mittels des lokal adaptiven 
Binarisierungsalgorithmus nach Bernsen segmentiert (BERNSEN 1986). Dabei wurde die 
Fensterbreite des Binarisierungsfilters empirisch auf 65 Pixel festgelegt und die einzelnen 
Pixel mittels eines individuellen, auf den Grauwerten aller in ihrem jeweiligen Filterfenster 
befindlichen Nachbarschaftspixel basierenden Schwellenwerts binarisiert. Die Grauwert- 
Bilddaten (8-bit) wurden also in ein binäres Bildformat (2-bit) konvertiert, wobei positiv 
segmentierten Sehnenpixeln der Wert 1 (weiß) und negativ segmentierten 
Hintergrundpixeln der Wert 0 (schwarz) zugewiesen wurde. Die Unterscheidung des 
Bildvolumens in 1 und 0 entspricht hierbei der Erzeugung einer dreidimensionalen Maske, 
welche mit den segmentierten Sehnenstreifen identisch ist. Anschließend wurden die 
segmentierten Sehnenstreifen gelabelt (Zuweisung einer Kennzahl für die einzelnen im 
Bildvolumen enthaltenen Konstrukte) und die Bildvolumen auf die jeweilige Größe der 
Sehnenstreifen beschnitten. Basierend auf diesen Masken wurde schließlich die 
Signalintensität jedes Sehnenstreifens ermittelt und eine deskriptive Statistik für die 
jeweiligen Grauwertmengen ihrer Voxel berechnet. Anhand der Signalintensitäten der 
einzelnen Konstrukte, die sich auf Grund der durch die markierten Zellen verursachten 
hypointensen Artefakte unterschieden, wurde ein Besiedlungsindex berechnet. 
 
Die Berechnung des Besiedlungsindexes erfolgte nach folgender Formel:  
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4.6               Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Engel (Institut für 
Medizinische Informatik, Statistik und Epidemiologie, Universität Leipzig) mit dem Programm 
SPSS 17 (SPSS GmbH Software, München). Für die statistische Auswertung wurden auf 
Grund der relativ geringen Probenanzahl (n = 6 für jedes Protokoll) nichtparametrische 
Testverfahren gewählt. Folglich konnte die Wahrscheinlichkeit der Ergebnisverfälschung 
durch eventuelle Ausreißer verringert werden. Die Prüfung der statistischen Unterschiede 
zwischen den beiden dezellularisierten Sehnenstrukturen (oberflächliche und tiefe 
Beugesehne) erfolgte mit dem Wilcoxon-Rang-Test. Die Prüfung auf statistische 
Unterschiede zwischen den vier verschiedenen Dezellularisierungsmethoden erfolgte mit 
dem Friedman-Test und im Falle eines statistisch signifikanten Unterschieds mit dem 
Wilcoxon-Rang-Test. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt. Eine statistische 
Auswertung der Kontrolle des Besiedlungserfolges wurde auf Grund der geringen Probenzahl 
nicht durchgeführt. Die Auswertung erfolgte deskriptiv. 
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5                  Ergebnisse 
5.1               Zellzahl nach Kollagenaseverdau 
Die Zählung der vitalen Zellen nach Kollagenaseverdau ergab einen deutlichen Unterschied 
zwischen den Kontrollsehnen und den dezellularisierten Sehnen. Alle 
Dezellularisierungsprotokolle führten zu einer signifikanten Reduktion (p < 0,05) der Zellzahl 
in beiden Sehnenstrukturen (oberflächliche und tiefe Beugesehne). Die ermittelte Anzahl 
vitaler Zellen des Kontrollsehnengewebes wurde mit 100 % gleichgesetzt. Die Anzahl vitaler 
Zellen des dezellularisierten Sehnengewebes belief sich in Abhängigkeit des jeweiligen 
Dezellularisierungsprotokolls und Sehne (oberflächliche und tiefe Beugesehne) auf 3,89 bis 
6,87 % (Median).  
Es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Zellzahlreduktion 
zwischen den beiden verschiedenen Sehnenstrukturen bei Anwendung derselben 
Dezellularisierungsprotokolle.  
Die Auswertung der Zellzahlreduktion nach den verschiedenen 
Dezellularisierungsprotokollen, angewandt bei der oberflächlichen Beugesehne, ergab 
tendenziell eine bessere Reduktion der Zellzahl bei Anwendung der Protokolle A und D im 
Vergleich zu den Protokollen B und C. Jedoch war keine statistische Signifikanz der 
Unterschiede zwischen den verschiedenen Protokollen nachweisbar.  
Der Vergleich der verschiedenen Dezellularisierungsprotokolle, angewandt bei der tiefen 
Beugesehne, ergab bei Verwendung der Protokolle B und C tendenziell eine bessere 
Reduktion des Zellgehaltes im Vergleich zum Zellgehalt nach Verwendung der Protokolle A 
und D. Ein statistisch signifikanter Unterschied ergab sich jedoch nur bei dem Vergleich der 
Protokolle B und D sowie der Protokollen C und D (p < 0,05).  
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Oberflächliche Beugesehne 
 
Protokoll 
 
A 
 
B 
 
C 
 
D 
Signifikanz 
(p < 0,05) 
zwischen 
Protokollen 
Maßzahlen Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
 
keine 
Signifikanz Vitale 
Zellen (%) 
3,89 
(8,52) 
4,22 
(5,20) 
4,09 
(8,77) 
3,41 
(16,57) 
Tabelle 22: Ergebnisse der quantitativen Auswertung zur Ermittlung der Anzahl der vitalen Zellen der 
oberflächlichen Beugesehne 
Tiefe Beugesehne 
 
Protokoll 
 
A 
 
B 
 
C 
 
D 
Signifikanz 
(p < 0,05) 
zwischen 
den 
Protokollen 
Maßzahlen Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) B und D 
C und D Vitale 
Zellen (%) 
6,87 
(7,02) 
4,69 
(5,30) 
4,84 
(9,95) 
5,86 
(12,86) 
Tabelle 23: Ergebnisse der quantitativen Auswertung zur Ermittlung der Anzahl der vitalen Zellen der 
tiefen Beugesehne 
 
Abbildung 16: Anzahl der vitalen Zellen nach Kollagenaseverdau. Dargestellt sind die berechneten 
Mediane und Quartile sowie Ausreißer (ο) und signifikante Unterschiede (*).  
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5.2               DNA-Quantifizierung 
Der DNA-Gehalt der Kontrollsehnen, verglichen mit dem DNA-Gehalt der dezellularisierten 
Sehnen, ergab einen signifikanten Unterschied (p < 0,05). Der berechnete DNA-Gehalt des 
Kontrollsehnengewebes wurde mit 100 % gleichgesetzt. Der DNA-Gehalt des 
dezellularisierten Sehnengewebes belief sich in Abhängigkeit des jeweiligen 
Dezellularisierungsprotokolls und der Sehne (oberflächliche und tiefe Beugesehne) auf 17,08 
bis 46,85 % (Median). Es ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede der Reduktion 
des DNA-Gehaltes zwischen den beiden Sehnenstrukturen bei Anwendung desselben 
Dezellularisierungsprotokolls.  
Die Auswertung des DNA-Gehaltes, nach verschiedenen Protokollen angewandt bei der 
oberflächlichen Beugesehne, ergab tendenziell eine bessere Reduktion des DNA-Gehaltes 
bei Verwendung der Protokolle A und B im Vergleich zu den Protokollen C und D. Jedoch war 
keine statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen den verschiedenen Protokollen 
nachweisbar.  
Der Vergleich der verschiedenen Dezellularisierungsprotokolle, angewandt bei der tiefen 
Beugesehne, ergab bei Verwendung der Protokolle A und B eine deutlich bessere Reduktion 
des DNA-Gehaltes im Vergleich zum DNA-Gehalt nach Verwendung der Protokolle C und D. 
Eine statistische Signifikanz ergab sich im Vergleich der Protokolle A und C und den 
Protokollen B und C (p < 0,05). 
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Oberflächliche Beugesehne 
 
Protokoll 
 
A 
 
B 
 
C 
 
D 
Signifikanz 
(p < 0,05) 
zwischen 
den 
Protokollen 
Maßzahlen Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) keine 
Signifikanz DNA 
Gehalt (%) 
23,04 
(12,68) 
21,32 
(32,60) 
40,46 
(28,05) 
38,92 
(50,78) 
Tabelle 24: Ergebnisse der quantitativen Auswertung zur Ermittlung der Anzahl des DNA-Gehaltes der 
oberflächlichen Beugesehne 
 
Tiefe Beugesehne 
 
Protokoll 
 
A 
 
B 
 
C 
 
D 
Signifikanz 
(p < 0,05) 
zwischen 
den 
Protokollen 
Maßzahlen Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) A und C 
B und C DNA 
Gehalt (%) 
17,08 
(16,03) 
18,40 
(18,87) 
45,52 
(32,83) 
46,85 
(48,18) 
Tabelle 25: Ergebnisse der quantitativen Auswertung zur Ermittlung der Anzahl des DNA-Gehaltes der 
tiefen Beugesehne 
 
Abbildung 17: DNA-Gehalt nach Anwendung der verschiedenen Dezellularisierungsprotokolle. 
Dargestellt sind die berechneten Mediane und Quartile sowie Ausreißer (ο) und signifikante 
Unterschiede (*). 
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5.3               Histologie  
Auch histologisch konnte mittels HE-Färbung und anschließender Zellzählung anhand der 
gefärbten Zellkerne eine deutliche Reduktion der zellulären Bestandteile der 
dezellularisierten Sehnen im Vergleich zu den Kontrollsehnen dargestellt werden (p < 0,05).  
Die ermittelte Zellzahl des Kontrollsehnengewebes wurde mit 100 % gleichgesetzt. Die 
Zellzahl des dezellularisierten Sehnengewebes belief sich in Abhängigkeit des jeweiligen 
Dezellularisierungsprotokolls und der Sehne (oberflächliche und tiefe Beugesehne) auf 0,85 
bis 20,36 % (Median). Wieder ergaben sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der 
Reduktion des Zellgehaltes zwischen den beiden Sehnenstrukturen bei Anwendung 
desselben Dezellularisierungsprotokolls. 
Bei dem Vergleich der verschiedenen Protokolle, angewandt bei der oberflächlichen 
Beugesehne, ergab sich nach Verwendung der Protokolle A und B ein niedrigerer Zellgehalt 
im Vergleich zu den Protokollen C und D. Der Unterschied zwischen den Protokollen B und C, 
sowie den Protokollen C und D war statistisch signifikant (p < 0,05).  
Der Vergleich der verschiedenen Protokolle, angewandt bei der tiefen Beugesehne, ergab 
tendenziell eine bessere Zellreduktion bei den Protokollen A und B im Vergleich zu den 
Protokollen C und D. Eine statistische Signifikanz ergab sich jedoch lediglich beim Vergleich 
der Protokolle A und C (p < 0,05). 
Repräsentative histologische Aufnahmen des nativen Sehnengewebes und des 
dezellularisierten Sehnengewebes sind in Abbildung 19 dargestellt. 
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Oberflächliche Beugesehne 
 
Protokoll 
 
A 
 
B 
 
C 
 
D 
Signifikanz 
(p < 0,05) 
zwischen 
den 
Protokollen 
Maßzahlen Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) B und C 
C und D 
Histologisch 
erkennbare 
Zellen (%) 
0,85 
(1,94) 
1,71 
(2,44) 
18,08 
(30,14) 
2,23 
(6,32) 
Tabelle 26: Ergebnisse der quantitativen Auswertung zur Ermittlung der Anzahl der histologisch 
erkennbaren Zellen der oberflächlichen Beugesehne 
 
Tiefe Beugesehne 
 
Protokoll 
 
A 
 
B 
 
C 
 
D 
Signifikanz 
(p < 0,05) 
zwischen 
den 
Protokollen 
Maßzahlen Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
Median 
(Interquartilbereich) 
A und C Histologisch 
erkennbare 
Zellen (%) 
1,13 
(5,89) 
0,97 
(12,47) 
20,74 
(20,97) 
20,36 
(25,49) 
Tabelle 27: Ergebnisse der quantitativen Auswertung zur Ermittlung der Anzahl der histologisch 
erkennbaren Zellen der tiefen Beugesehne 
 
Abbildung 18: Anzahl zellulärer Strukturen nach histologischer Färbung. Dargestellt sind die 
berechneten Mediane und Quartile sowie Ausreißer (ο) und signifikante Unterschiede (*). 
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Abbildung 19: Repräsentative histologische Aufnahmen I. natives Sehnengewebe II. dezellularisiertes 
Sehnengewebe (Maßstab entspricht 100 µm; HE-Färbung) 
a) Dezellularisierung nach Protokoll A   b) Dezellularisierung nach Protokoll B 
c) Dezellularisierung nach Protokoll C   d) Dezellularisierung nach Protokoll D  
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5.4               Transmissionselektronenmikroskopie – TEM 
Die transelektronenmikroskopischen Aufnahmen bestätigten die Effektivität der einzelnen 
Dezellularisierungsprotokolle. 
5.4.1            Zell-Score 
Die Auswertung anhand des Zell-Scores ergab einen deutlichen Unterschied zwischen den 
Kontrollsehnen und den dezellularisierten Sehnen. Die Kontrollsehnen erhielten im Vergleich 
zu den dezellularisierten Sehnen eine höhere Bewertung. 
Bilder der frischen Kontrollsehnen wiesen insgesamt eine deutlich erkennbare Zellstruktur 
mit hoher Elektronendichte auf. Zellorganellen sowie Zellmembranen konnten eindeutig 
identifiziert werden.  Die zellulären Komponenten der gelagerten Kontrollsehnen stellten 
sich im Vergleich zu den Zellen der frischen Kontrollsehnen etwas weniger strukturiert und 
mit geringerer Elektronendichte dar.  
Bilder der dezellularisierten Sehnen nach den Protokollen A, B und D ließen insgesamt einen 
starken Verlust der zellulären Struktur erkennen. Die Mehrheit der Bilder zeigten  leere 
Räume zwischen den Kollagenfasern mit darin befindlichen zellulären Resten (Zelldebris). Die 
ursprüngliche Form der Zelle konnte in den meisten Fällen nicht nachvollzogen werden. In 
den Bildern der dezellularisierten Sehnen nach Protokoll C fanden sich Zellen mit schlecht 
voneinander abgrenzbaren Zellorganellen sowie Zellmembranen. Insgesamt wiesen die 
Zellen und Kollagenfibrillen eine geringe Elektronendichte auf, die ursprüngliche Zellform 
konnte jedoch nachvollzogen werden.   
Repräsentative elektronenmikroskopische Aufnahmen des nativen Sehnengewebes und des 
dezellularisierten Sehnengewebes sind in Abbildung 22 und 23 dargestellt. 
 
 
 
 
 
Ergebnisse 
71 
Zell-Score 
 native Sehne = Kontrolle Dezellularisiertes Sehnengewebe 
Kontrolle frisch Kontrolle 
gelagert 
Protokoll 
A 
Protokoll 
B 
Protokoll 
C 
Protokoll 
D 
 
Maßzahlen 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Elektronendichte 
und Zellstruktur  
(Beurteilung 
auf allen 
Querschnitten) 
3,75 
2,875/3,75 
2 
2/3625 
0,5 
0,25/0,5 
0,375 
0,375/0,875 
1 
0,25/1,25 
0,25 
0,125/1,667 
Erhalt der 
Membranen 
(Beurteilung 
auf allen 
Schnitten mit 
Zellen/Zelldebris) 
3,625 
3,125/3,875 
2,375 
1,833/3,625 
0,125 
0/0,375 
0,25 
0,25/0,75 
0,375 
0,25/1,25 
0,25 
0,125/0,667 
Erhalt von 
Zellkern und 
Organellen 
(Beurteilung  
auf allen 
Schnitten mit 
Zellen/Zelldebris) 
3,75 
3,125/3,75 
2,5 
2/3,625 
0,625 
0,25/1 
0,875 
0,75/1,5 
1,25 
0,5/1,75 
0,5 
0,25/1,333 
Gesamt Score 11,125 
9,125/11,375 
6,375 
6,33/10,875 
1,125 
1/1,5 
1,75 
1,375/3,125 
2,5 
1,125/4,25 
0,75 
0,75/3,167 
Tabelle 28: Ergebnisse der quantitativen Auswertung des Zell-Score 
 
 
Abbildung 20: Graphische Darstellung der Ergebnisse des Zell- Score 
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5.4.2 ECM- Score 
Die Auswertung anhand des ECM- Scores erfolgte an Längs- und Querschnitten der 
Kontrollsehnen sowie der dezellularisierten Sehnen. Insgesamt konnte bei allen Bildern 
überwiegend eine als deutlich zu bewertende Querstreifung in den Längsschnitten der 
extrazellulären Matrix beobachten werden. In den Querschnitten der einzelnen Bilder war  
eine überwiegend gute Abgrenzbarkeit einzelner Kollagenfibrillen erkennbar. Die 
Kontrollsehnen und die dezellularisierten Sehnen erhielten eine annährend gleiche 
Bewertung. 
ECM-Score 
 native Sehne = Kontrolle   Dezellularisiertes Sehnengewebe 
Kontrolle 
frisch 
Kontrolle 
gelagert 
Protokoll 
A 
Protokoll 
B 
Protokoll 
C 
Protokoll 
D 
 
Maßzahlen 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Median 
min/max 
Erkennbarkeit der 
Querstreifung 
(Beurteilung auf 
allen 
Längsschnitten) 
2 
1/2 
2 
1/2 
2 
1,5/2 
2 
1,75/2 
2 
2/2 
2 
2/2 
Abgrenzbarkeit der 
einzelnen Fibrillen 
(Beurteilung auf 
allen 
Querschnitten) 
1,75 
1,5/1,75 
1 
1/1,25 
1,5 
1,25/2 
1,75 
1,25/2 
2 
2/2 
1,75 
1,25/2 
 
Gesamt Score 
 
3,5 
2,75/3,75 
3 
2/3,25 
3,5 
2,75/4 
3,75 
3/4 
4 
4/4 
3,75 
3,5/4 
Tabelle 29: Ergebnisse der quantitativen Auswertung des ECM- Score 
 
Abbildung 21: Graphische Darstellung der Ergebnisse des ECM- Score 
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Abbildung 22: Repräsentative transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen im Querschnitt 
I. natives Sehnengewebe II. dezellularisiertes Sehnengewebe (Maßstab entspricht 2 µm) 
 
A) frisches Sehnengewebe (nativ)   B) in PBS gelagertes Sehnengewebe (nativ) 
a) Dezellularisierung nach Protokoll A   b) Dezellularisierung nach Protokoll B 
c) Dezellularisierung nach Protokoll C   d) Dezellularisierung nach Protokoll D 
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Abbildung 23: Repräsentative transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen im Längsschnitt 
I. natives Sehnengewebe II. dezellularisiertes Sehnengewebe (Maßstab entspricht 2 µm) 
 
A) frisches Sehnengewebe (nativ)   B) in PBS gelagertes Sehnengewebe (nativ) 
a) Dezellularisierung nach Protokoll A   b) Dezellularisierung nach Protokoll B 
c) Dezellularisierung nach Protokoll C   d) Dezellularisierung nach Protokoll D 
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5.5               Besiedelung der dezellularisierten Sehnenstreifen  
Ausgehend von den Ergebnissen der vorangegangenen Untersuchungen erfolgte die 
Besiedelung des nach den Protokollen A und B dezellularisierten Sehnenmaterials mit 
equinen MSC. 
 
5.5.1            Mikroskopische Auswertung der besiedelten Sehnenstreifen im zeitlichen Verlauf 
5.5.1.1        Live-Dead-Färbung 
Um die Vitalität der auf den dezellularisierten Sehnenstreifen kultivierten equinen MSC zu 
überprüfen, wurde am Tag 7 sowie am Tag 14 nach Besiedlung eine Live-Dead-Färbung 
durchgeführt. 
Als Kontrolle dienten nicht besiedelte, jeweils nach den beiden Protokollen dezellularisierte 
Sehnenstreifen. Die durchgeführte Live-Dead-Färbung der Kontrollen ergab überwiegend ein 
negatives Farbergebnis, lediglich in wenigen Bildern der Proben beider 
Dezellularisierungsprotokolle konnten kleine fragmentartige Strukturen mit roter 
Fluoreszenz beobachtet werden. Auf allen besiedelten Konstrukten konnten sowohl lebende 
als auch tote Zellen nachgewiesen werden.  Ein multifokales Verteilungsmuster konnte bei 
allen untersuchten besiedelten Sehnenstreifen beobachtet werden. 
Die equinen MSC wiesen am Tag 7 nach Besiedelung überwiegend eine rundliche 
Morphologie auf. Am Tag 14 nach Besiedelung konnte überwiegend eine spindelförmige 
Zellmorphologie beobachten werden. Insgesamt erschienen die Zellverbände dichter, die 
Zellen waren größtenteils in Richtung der Kollagenfasern ausgerichtet und waren in 
mehreren Ebenen lokalisiert. 
Unterschiede zwischen den Protokollen A und B waren nach qualitativer Auswertung nicht 
zu beobachten.  
Repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des dezellularisierten und nicht 
besiedelten Sehnengewebes und des dezellularisierten besiedelten Sehnengewebes sind in 
Abbildung 24 dargestellt. 
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Abbildung 24: Repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen  
I. dezellularisiertes Sehnengewebe – nicht besiedelt II. dezellularisiertes und nachfolgend besiedeltes 
Sehnengewebe – Kultivierungsdauer 7 Tage III. besiedeltes Sehnengewebe – Kultivierungsdauer 14 
Tage (Maßstab entspricht 200 µm, Live-Dead-Färbung) 
 
A) dezellularisiertes Sehnengewebe – nicht besiedelt    
a) Dezellularisierung nach Protokoll A und nachfolgende Besiedlung - Kultivierungsdauer 7 Tage (II.) 
und 14 Tage (III.)   
b) Dezellularisierung nach Protokoll B und nachfolgende Besiedlung - Kultivierungsdauer 7 Tage (II.) 
und 14 Tage (III.)  
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5.5.1.2        DAPI-Färbung 
Zum Nachweis vorhandener Zellkerne erfolgte an den Tagen 7 und 14 nach Besiedlung eine 
DAPI-Färbung. Die Färbung der entsprechend nicht besiedelten Kontrollen ergab 
ausnahmslos ein negatives Färbeergebnis. 
Bei allen besiedelten Sehnenstreifen konnten Zellkerne mit überwiegend ovaler 
Kernmorphologie beobachtet werden. Ein multifokales Verteilungsmuster ließ sich auch hier 
erkennen.  
Am Tag 7 nach Besiedlung waren die dargestellten Zellkerne auf den zuvor nach beiden 
Methoden dezellularisierten Sehnenstreifen größtenteils an der Oberfläche der 
Sehnenstreifen lokalisiert. In wenigen Fällen konnten einzelne Zellkerne in vorhandenen 
Zwischenräumen der Kollagenfasern gefunden werden. Bei den besiedelten, zuvor nach 
Protokoll A dezellularisierten Konstrukten, konnten häufig Zellkerne in mehrreihiger 
Anordnung beobachtet werden. Die Zellkerne der besiedelten, zuvor nach Protokoll B 
dezellularisierten Sehnen, stellten sich überwiegend einreihig dar. In wenigen Fällen konnte 
eine mehrreihige Anordnung der Zellkerne im Endbereich der Sehnenstreifen gefunden 
werden. 
Am Tag 14 nach Besiedlung wurde ebenfalls bei allen untersuchten Sehnenstreifen in 
unterschiedlichem Ausmaß eine Lokalisation der Zellkerne an der Oberfläche der 
Sehnenstreifen beobachtet. Im Fall der vor Besiedlung nach Protokoll A dezellularisierten 
Sehnen konnten häufig Zellkerne in mehrreihiger Anordnung an der Oberfläche sowie in 
einigen Bildern eine Lokalisation zwischen den einzelnen Kollagenfasern der Sehnenstreifen 
festgestellt werden. Bei den besiedelten, zuvor nach Protokoll B dezellularisierten 
Sehnenstreifen, konnten Zellkerne in mehrreihiger aber auch in einreihiger Anordnung 
beobachtet werden.  
Repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des dezellularisierten und nicht 
besiedelten Sehnengewebes und des dezellularisierten besiedelten Sehnengewebes sind in 
Abbildung 25 dargestellt. 
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Abbildung 25: Repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen  
I. dezellularisiertes Sehnengewebe – nicht besiedelt II. dezellularisiertes und nachfolgend besiedeltes 
Sehnengewebe – Kultivierungsdauer 7 Tage III. besiedeltes Sehnengewebe – Kultivierungsdauer 14 
Tage (Maßstab entspricht 200 µm, DAPI-Färbung) 
 
A) dezellularisiertes Sehnengewebe – nicht besiedelt    
a) Dezellularisierung nach Protokoll A und nachfolgende Besiedelung - Kultivierungsdauer 7 Tage (II.) 
und 14 Tage (III.)   
b) Dezellularisierung nach Protokoll B und nachfolgende Besiedelung - Kultivierungsdauer 7 Tage (II.) 
und 14 Tage (III.)  
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5.5.1.3         Preußisch-Blau-Färbung 
Um die in den equinen MSC eingelagerten SPIO-Partikel nachzuweisen, erfolgte am Tag 7 
und am Tag 14 nach Besiedlung eine Preußisch-Blau-Färbung. 
Die durchgeführte Preußisch-Blau-Färbung der entsprechend nicht besiedelten 
Kontrollsehnen ergab ausnahmslos ein negatives Farbergebnis.  
Bei allen besiedelten Sehnenstreifen konnte ein positives Farbergebnis mit überwiegend 
multifokalem Verteilungsmuster beobachtet werden.  
Am Tag 7 nach Besiedlung konnten bei den Sehnenstreifen beider zuvor angewandten 
Dezellularisierungsprotokolle blau gefärbte partikelartige Strukturen an der Oberfläche der 
Sehnenstreifen gefunden werden. Auch hier wurden in wenigen Fällen einzelne, kleinere 
blau gefärbte Areale zwischen den Kollagenfasern beobachtet. 
Am Tag 14 nach Besiedlung zeigten sich überwiegend bei den zuvor nach Protokoll A 
dezellularisierten Sehnen deutlich weitläufiger verteilte, blau gefärbte Strukturen im 
oberflächlichen Bereich der Sehnenstreifen und z. T. zwischen tiefer gelegenen 
Kollagenfasern.  
Bei den zuvor nach Protokoll B dezellularisierten Sehnenstreifen ergaben sich meist keine 
Unterschiede der Anzahl blau gefärbter Strukturen im Vergleich zum Tag 7.  
Repräsentative histologische Aufnahmen des dezellularisierten und nicht besiedelten 
Sehnengewebes und des dezellularisierten besiedelten Sehnengewebes sind in Abbildung 26 
dargestellt. 
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Abbildung 26: Repräsentative histologische Aufnahmen  
I. dezellularisiertes Sehnengewebe – nicht besiedelt II. dezellularisiertes und nachfolgend besiedeltes 
Sehnengewebe – Kultivierungsdauer 7 Tage III. besiedeltes Sehnengewebe – Kultivierungsdauer 14 
Tage (Maßstab entspricht  100 µm, Preußisch Blau-Färbung) 
 
A) dezellularisiertes Sehnengewebe – nicht besiedelt    
a) Dezellularisierung nach Protokoll A und nachfolgende Besiedelung - Kultivierungsdauer 7 Tage (II.) 
und 14 Tage (III.)   
b) Dezellularisierung nach Protokoll B und nachfolgende Besiedelung - Kultivierungsdauer 7 Tage (II.) 
und 14 Tage (III.)  
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5.5.1.4        HE-Färbung 
Bei der an den Tagen 7 und 14 nach Besiedlung durchgeführten HE-Färbung konnten auf 
allen besiedelten Sehnenstreifen zelluläre Strukturen nachgewiesen werden. 
Bei der mikroskopischen Untersuchung der HE-gefärbten und nicht besiedelten 
Kontrollsehnen wurden ausnahmslos keine zellulären Strukturen gefunden. 
Am Tag 7 nach Besiedlung konnten bei den Sehnenstreifen beider zuvor angewandter 
Dezellularisierungsprotokolle an der Oberfläche befindliche zelluläre Strukturen in meist ein- 
bis zweireihiger Anordnung beobachtet werden. Am Tag 14 der Besiedlung zeigten die 
zellulären Strukturen bei den zuvor nach Protokoll A dezellularisierten Sehnen überwiegend 
eine mehrreihige Anordnung. Zelluläre Strukturen ließen sich ebenso zwischen tiefer 
gelegenen Kollagenfasern finden.  
Die vor Besiedlung nach Protokoll B dezellularisierten Sehnenstreifen zeigten am Tag 14 
überwiegend zelluläre Strukturen in ein- bis zweireihiger Anordnung. 
Repräsentative histologische Aufnahmen des dezellularisierten und nicht besiedelten 
Sehnengewebes und des dezellularisierten besiedelten Sehnengewebes sind in Abbildung 27 
dargestellt. 
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Abbildung 27: Repräsentative histologische Aufnahmen  
I. dezellularisiertes Sehnengewebe – nicht besiedelt II. dezellularisiertes und nachfolgend besiedeltes 
Sehnengewebe – Kultivierungsdauer 7 Tage III. besiedeltes Sehnengewebe – Kultivierungsdauer 14 
Tage (Maßstab entspricht  100 µm, HE-Färbung) 
 
A) dezellularisiertes Sehnengewebe – nicht besiedelt    
a) Dezellularisierung nach Protokoll A und nachfolgende Besiedelung - Kultivierungsdauer 7 Tage (II.) 
und 14 Tage (III.)   
b) Dezellularisierung nach Protokoll B und nachfolgende Besiedelung - Kultivierungsdauer 7 Tage (II.) 
und 14 Tage (III.)  
 
 
Ergebnisse 
83 
5.5.2            Magnetresonanztomographische Untersuchung 
Die magnetresonanztomographische Untersuchungen ergaben eine deutliche 
Signalauslöschung in der T2*-gewichteten Sequenz an der Oberfläche der besiedelten 
Sehnenstreifen. Die nicht besiedelten Sehnenstreifen ließen keine vergleichbaren 
Signalauslöschungen erkennen. Die hypointensen Signale waren zudem deutlicher in der 
T2*- gewichteten Sequenz zu erkennen als in der T1-gewichteten Sequenz. Bei allen 
besiedelten Sehnenstreifen konnte im zeitlichen Verlauf ein steigender Besiedlungsindex 
berechnet werden (Tabelle 30). Beim Vergleich der beiden unterschiedlich dezellularisierten 
besiedelten Sehnenstreifen zeigten sich Unterschiede in der Signalintensität im zeitlichen 
Verlauf. Es konnte an den Tagen 1 und 7 für die nach Protokoll B dezellularisierten 
Sehnenstreifen ein höherer Besiedlungsindex im Vergleich zu den nach Protokoll A 
dezellularisierten Sehnenstreifen berechnet werden. Am Tag 14 wurde jedoch ein höherer 
Besiedlungsindex für die nach Protokoll A dezellularisierten Sehnenstreifen berechnet.  
 
Abbildung 28: repräsentative MRT-Aufnahmen der besiedelten Sehnenstreifen (Tag 1). Als Kontrolle 
dienten nicht besiedelte Sehnenstreifen. Die Darstellung in der T1-gewichteten (T1w) Sequenz diente 
der Überprüfung der exakten Position und des Volumens der Konstrukte bei der quantitativen 
Auswertung. Die T2*-gewichtete (T2*w) Sequenz wurde zur Darstellung der durch die SPIO- Partikel 
verursachten hypointensen Artefakte (dunkle Bereiche – roter Pfeil) genutzt. 
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 Tag 1 nach Besiedlung Tag 7 nach Besiedlung Tag 14 nach Besiedlung 
Protokoll A B A B A B 
Maßzahlen Median Median Median Median Median Median 
Besiedlungsindex 
Probe 1 
329,38 375,25 490,63 584,25 1082 533 
Besiedlungsindex 
Probe 2  
285,25 556,13 326,75 668 602,25 775,63 
Besiedlungsindex 
Probe 3 
231,75 315,5 425,5 469,75 852,25 574,75 
Tabelle 30: Ergebnisse des berechneten MRT-Besiedlungsindexes 
 
Abbildung 29: Graphische Darstellung der Ergebnisse des ermittelten MRT- Besiedlungsindexes 
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6                   Diskussion 
Die Entwicklung und künstliche Herstellung komplexer, dreidimensionaler Zell-Matrix- 
Systeme stehen im Fokus des Tissue-Engineerings. Neben möglicher Implantation als 
Ersatzgewebe zur Geweberekonstruktion bietet die Anwendung in vitro hergestellter Zell- 
Matrix-Systeme die Möglichkeit ein besseres Verständnis hinsichtlich Funktionsweise und 
Regenerationsfähigkeit bestimmter Gewebe zu erlangen. Im Bereich des Sehnen-Tissue- 
Engineerings wurden bereits verschiedene Trägermaterialien etabliert. Neben der Nutzung 
synthetischer Materialien erfährt die Verwendung dezellularisierter Sehnengewebe immer 
mehr an Bedeutung.  
In der vorliegenden Arbeit wurde ein dreidimensionaler, dezellularisierter Sehnenstreifen 
konstruiert. Nach Evaluierung ausgewählter Dezellularisierungsprotokolle und Auswahl 
zweier Protokolle erfolgte die Besiedelung mit (SPIO-Partikeln markierten) equinen MSC. Die 
Analyse der Effektivität der einzelnen Dezellularisierungsprotokolle erfolgte mittels 
histologischer Färbung, Zellzählung nach Kollagenaseverdau sowie DNA-Quantifizierung. 
Zudem wurde eine transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung durchgeführt. 
Hierzu wurde ein umfassendes Punktesystem etabliert.  Der Besiedlungserfolg wurde mit 
verschiedenen histologischen und Fluoreszenzfärbungen kontrolliert. Ergänzend erfolgte die 
Untersuchung der einzelnen dezellularisierten, besiedelten Sehnenstreifen mittels MRT. 
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6.1               Diskussion Material und Methodik 
6.1.1            Equines Sehnengewebe 
In dieser Arbeit wurde sowohl die oberflächliche als auch die tiefe Beugesehne equiner 
Herkunft genutzt. Die Verwendung equiner Beugesehnen erscheint in vielerlei Hinsicht 
geeignet. Erkrankungen der Beugesehnen kommen sowohl bei der Spezies Pferd als auch 
beim Menschen sehr häufig vor. Im Fokus steht hierbei die athletische Funktion beider 
Spezies, welche meist als Folge entsprechender Sehnenerkrankungen nicht mehr gegeben 
ist. Da hinsichtlich Funktionalität der Sehnen, physiologischer Mechanismen, Vorkommen 
der Erkrankung und Heilungsmechanismen zwischen Mensch und Pferd viele Parallelen 
gezogen werden können, bietet sich das Pferd als ideales Modell für detaillierte 
Untersuchungen an (DAKIN et al 2012; MUTTINI et al 2012)  
Die Anwendung entsprechender in vitro Modelle erscheint nicht nur auf Grund der 
Reduzierung der Tierversuchszahlen attraktiv. Zudem ist eine Vielfältigkeit verschiedenster 
Untersuchungsansätze gegeben. Es besteht ein weites Spektrum an Trägermaterialien, 
welche im Rahmen des Sehnen- und Bänder-Tissue-Engineerings genutzt werden. Die 
Erfüllung verschiedener Anforderungen an das Trägermaterial stellt einen wichtigen 
Grundstein dar. Zum einen sollten die funktionellen und mechanischen Eigenschaften mit 
denen einer natürlichen extrazellulären Matrix vergleichbar sein, zum anderen sollten Zellen 
in der Lage sein zu adhärieren, zu proliferieren und sich zu differenzieren. Zu den im Bereich 
des Bänder und Sehnen-Tissue-Engineerings häufig genutzten synthetischen 
Trägermaterialien gehören Polyglykolsäure (PGA) und Polylaktitsäure (PLA). Die Verwendung 
natürlicher Trägermaterialien, wie zum Beispiel Kollagen, einige Polysaccharide und zellfreie 
Bänder- und Sehnengewebe, gewinnt immer mehr an Bedeutung (GALVEZ 2014). Da die 
mechanischen Eigenschaften vieler synthetischer sowie natürlicher Trägermaterialien nicht 
mit denen natürlicher Sehnen und Bänder vergleichbar sind, wird die Verwendung zellfreien 
Gewebes fokussiert (WHITLOCK et al. 2007; OMAE et al. 2009; WOON et al. 2011). In einer 
Studie von AWAD und Mitarbeitern (2003) wurden die biomechanischen Eigenschaften eines 
Kollagengel-Zellkonstruktes untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Konstrukt 
einer Belastung standhält, die lediglich 26 % dem Belastungsniveau  natürlicher Sehnen 
entspricht. Dagegen gibt die Anwendung natürlichen Sehnengewebes durch seine 
natürlicheren Eigenschaften Hoffnung möglichst konkrete Erkenntnisse zu 
Sehnenerkrankungen zu erhalten.  
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6.1.2            Dezellularisierung der equinen Beugesehnen 
Die Anwendung verschiedener Dezellularisierungsmethoden ermöglicht die Herstellung 
eines zellfreien Gewebes. Zur Etablierung einer Methode zur Dezellularisierung intakter 
equiner Beugesehnen wurden 4 verschiedene Protokolle etabliert und miteinander 
verglichen. Die ideale Dezellularisierungsmethode sollte die Zerstörung sowie Entfernung 
aller zellulären Komponenten bewirken, jedoch sollten die strukturellen, funktionellen und 
molekularen Charakteristika der Gerüstsubstanz weitestgehend erhalten bleiben. Das 
Resultat, eine gewebespezifische, natürliche zellfreie extrazelluläre Matrix, bietet vielseitige 
Verwendungsmöglichkeiten (CARTMELL und DUNN 2000; GILBERT 2006; GILBERT 2012). In 
der Literatur werden vielfältige Anwendungen physikalischer, chemischer und enzymatischer 
Methoden zur Dezellularisierung von Sehnen und Bändern beschrieben (DEEKEN et al. 2011; 
NING et al. 2012; LEE et al. 2013). Häufig werden die einzelnen Methoden in Kombination 
angewandt. Begründet ist dies durch die meist uneffiziente Dezellularisierung bei der 
Anwendung einer Methode allein (GILBERT 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde eine 
Kombination physikalischer und chemischer Methoden angewandt. Die Anwendung der 
Gefrier- Auftauzyklen führt zur Bildung von Eiskristallen innerhalb des Gewebes und der 
Zellen und folglich zur Zerstörung der Zellmembranen. Die Behandlung des Gewebes mit 
hypertoner Lösung bewirkt eine osmotische Zerstörung der Zellmembranen (CRAPO et al. 
2011). In zwei Protokollen erfolgte die kombinierte Anwendung dieser beiden Methoden, 
um eine möglichst effiziente Dezellularisierung zu erreichen. Die im folgenden Schritt 
eingesetzten Detergenzien zielten auf die Denaturierung der zellulären Bestandteile. Da 
sowohl Triton X als auch SDS häufig im Rahmen der Dezellularisierung angewandt werden 
und entsprechend gute Dezellularisierungsergebnisse beschrieben sind, fiel die Wahl auf die 
Verwendung dieser beiden Detergenzien. Triton X 100 ist ein ungeladenes, neutrales 
Detergens, welches Membranproteine schwach denaturiert. Es wird häufig zur Isolierung 
biologisch aktiver Membranproteine verwendet (ARNOLD et al 2008). In verschiedenen 
Studien zur Dezellularisierung von Sehnen und Bändern wurde unter Anwendung von Triton 
X 100 ein positives Ergebnis erzielt (CHONG et al. 2009; ZHANG et al. 2009; YOSHIDA et al. 
2012). Im Gegensatz hierzu konnte in einer Studie von CARTMELL und Mitarbeitern (2000) 
die Anwendung von Triton X 100 zur Dezellularisierung von Rattenschwanzsehnen keinen 
ausreichenden Effekt erzielen. In der vorliegenden Studie erfolgte die Inkubation der 
Beugesehnen für einen längeren Zeitraum als in der Studie von CARTMELL (2000) 
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beschrieben. Zusätzlich wurden die Beugesehnen vor der Inkubation in Triton X 100 
entweder mit Gefrier-Auftau-Zyklen behandelt und anschließend in hypertone Lösung 
verbracht (Protokolle A und B) oder nur in hypertoner Lösung inkubiert (Protokolle C und D). 
SDS ist ein geladenes Detergenz, es denaturiert nicht nur Membranproteine, sondern auch 
Proteine der extrazellulären Matrix. Änderungen der Struktur und der Zusammensetzung der 
extrazellulären Matrix können folglich entstehen. In der Literatur zu findende Angaben 
hinsichtlich  Inkubationszeiten sowie die Konzentrationen der verwendeten Detergenzien 
variieren sehr stark. Folglich wurden die Angaben gut etablierter Protokolle übernommen 
und an  die Versuchsprotokolle angepasst. Beschriebene Dezellularisierungsprotokolle 
beruhen überwiegend auf der Verwendung kleiner Sehnen. Entsprechende Untersuchungen 
wurden vielfältig an Sehnen von Nagetieren, Hunden und Schweinen durchgeführt 
(ARNOCZKY et al. 1992; HARRISON und GRATZER 2005; WOODS und GRATZER 2005; CHONG 
et al. 2009; ZHANG et al. 2009; DEEKEN et al. 2011; ZHANG et al. 2011; NING et al. 2012; LEE 
et al. 2013). Beschrieben ist ebenfalls die Dezellularisierung humaner Sehnen und Bänder 
unterschiedlicher anatomischer Lokalisationen (PRIDGEN et al. 2011; Woon, COLIN et al. 
2011; RAGHAVAN et al. 2012; SCHMITT et al. 2013).  
Eine Dezellularisierungsmethode für equine Beugesehnen wurde in einer Studie von 
STEWART (2009) beschrieben. STEWART und Mitarbeiter (2009) verwendeten hierfür ein                  
1 cm x 1 cm großes Sehnenstück der oberflächlichen Beugesehne und dezellularisierten es 
nachfolgend mittels Gefrier-Auftau-Zyklen. Ein Nachweis der Effektivität der angewandten 
Dezellularisierungsmethodik wurde nicht beschrieben. Die Anwendung der von Stewart 
beschriebenen Dezellularisierungsmethodik wurde in einer Reihe von Vorversuchen im 
Rahmen dieser Arbeit getestet. Es konnte sowohl histologisch als auch mittels DNA- 
Quantifizierung nachgewiesen werden, dass die Anwendung von Gefrier-Auftau-Zyklen an 
intakten equinen Beugesehnen zu keiner ausreichenden Dezellularisierung führt. 
Untersuchungen von NING (2012), die die Effektivität angewandter Gefrier-Auftau-Zyklen 
sowie eine Kombination aus Gefrier-Auftau-Zyklen und folgender Inkubation in einer 
Nuklease-Lösung an Achillessehnen des Hundes testeten, ergaben ebenfalls eine 
ungenügende Reduktion des DNA-Gehaltes bei alleiniger Anwendung von Gefrier-Auftau-
Zyklen. YOUNGSTROM und Mitarbeiter (2013) dezellularisierten ein 1, 5cm x 1,5 cm großes 
und 400 µm dickes Stück der oberflächlichen Beugesehne des Pferdes nach 4 verschiedenen 
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Methoden. Neben Tributylphosphat erfolgte die Anwendung von SDS und Triton X 100 in 
verschiedenen Konzentrationen.  
Da es zum Zeitpunkt dieser Studie keine Erfahrungsberichte zur Dezellularisierungsmethodik 
großer, intakter equiner Beugesehnen gab, wurden aus Veröffentlichungen an kleinen 
Sehnen angewandte Methoden übernommen und an die Versuchsprotokolle angepasst.  
 
6.1.3            Kontrolle der Dezellularisierungseffektivität 
In der vorliegenden Arbeit konnte eine gute Effektivität der angewandten 
Dezellularisierungsmethoden gezeigt werden. Zur Prüfung der Effektivität der 4 
verschiedenen Methoden wurden unterschiedliche Analyseverfahren angewandt. Neben der 
mikroskopischen Beurteilung nach Standardfärbungen zur Ermittlung der Zellzahl erfolgte 
die Bestimmung des DNA-Gehaltes mittels PICOGreen-Assay® und eine 
transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung. Sowohl die mikroskopische 
Beurteilung des dezellularisierten Gewebes nach Standardfärbungen als auch die Ermittlung 
des DNA-Gehaltes sind häufig genutzte Methoden zur Beurteilung der Effektivität der 
Dezellularisierung (WHITLOCK et al. 2007; PRIDGEN et al. 2011; NING et al. 2012; LEE et al. 
2013; YIN et al. 2013; YOUNGSTROM et al. 2013). Die histologische Auswertung erfolgte in 
den meisten Studien qualitativ (CARTMELL und DUNN 2000; WHITLOCK et al. 2007; OMAE et 
al. 2009; ZHANG et al. 2009; PRIDGEN et al. 2011; YOUNGSTROM et al. 2013). Ein direkter 
Vergleich mit Ergebnissen dieser Studie ist somit nicht möglich. 
Die Transmissionselektronenmikroskopie ermöglicht die hochauflösende Darstellung von 
Objekten. Sowohl die zellulären Komponenten als auch die extrazelluläre Matrix eines 
Gewebes können mit Hilfe dieser Methode detailliert dargestellt und folglich analysiert 
werden. Im Rahmen der Dezellularisierung erfolgte von einigen Forschungsgruppen die 
Anwendung der Transmissionselektronenmikroskopie (DEEKEN et al. 2011; NING et al. 
2012). Im Fokus stand hier allerdings die Untersuchung der extrazellulären Matrix auf 
mögliche Veränderungen durch den Dezellularisierungsprozess. In der vorliegenden Arbeit 
erfolgte die Etablierung eines Scoresystems, welches zum einen eine Analyse der 
Zellmorphologie und einzelner Zellbestandteile gewährleistet, zum anderen eine Bewertung 
der Kollagenstruktur ermöglicht. Die Analyse der zellulären Komponente wurde zur 
Bewertung der Effektivität der einzelnen Dezellularisierungsmethoden herangezogen.  
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Die Analyse der Kollagenstruktur diente zur Feststellung eines möglichen Einflusses der 
Dezellularisierung auf die extrazelluläre Matrix. Eine Überprüfung der mechanischen 
Stabilität der dezellularisierten Beugesehnen erfolgte in dieser Arbeit nicht.  Auf Grund der 
Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Beurteilung der extrazellulären Matrix wird eine  
negative Beeinflussung der mechanischen Eigenschaften durch den 
Dezellularisierungsprozess nicht vermutet. In verschiedenen Studien wurden die 
biomechanischen Eigenschaften dezellularisierter Sehnen und Bänder getestet. Trotz der 
beschriebenen Erhaltung der biomechanischen Eigenschaften (WOODS und GRATZER 2005; 
ZHANG et al. 2009; PRIDGEN et al. 2011; NING et al. 2012) sollten weiterführend 
entsprechende Untersuchungen zur Überprüfung der biomechanischen Eigenschaften 
erfolgen. 
 
6.1.4            Besiedlung der dezellularisierten Sehnen 
Da in dieser Arbeit der Grundstein für ein zukünftiges Bioreaktorsystem gelegt werden sollte, 
erfolgten im Vorfeld bereits entsprechende Anpassungen hinsichtlich Größe und Form des 
später zu nutzenden Zellträgers. Zudem erwiesen sich die Besiedlungsversuche im Rahmen 
der Voruntersuchungen unter Verwendung der großen, intakten Beugesehnen als ineffektiv.  
Aus den intakten dezellularisierten Beugesehnen wurden Sehnenstreifen in einer Größe von 
ca. 3 cm x 1,5 cm präpariert. Die Methoden der Zellkultur einschließlich Markierung der 
equinen MSC mit dem Produkt Molday ION Rhodamine B™ erfolgten nach 
Standardprotokollen, welche innerhalb der Forschungsgruppe Orthopaedic and Stem Cell 
Research etabliert worden sind (GITTEL et al. 2013; JÜLKE et al. 2015). Ausgehend von den 
Ergebnissen der vorangegangenen Untersuchungen erfolgte die Besiedlung nach den 
Methoden A und B dezellularisierter Sehnen. Für die Besiedlung wurden oberflächliche 
equine Beugesehnen verwendet. Ein Grund hierfür war zum einen die Prävalenz 
oberflächlicher Beugesehnen-Erkrankungen/Schäden, zum anderen erwies sich die weich- 
elastische (gummiartige) Konsistenz der tiefen Beugesehne nach Dezellularisierung als 
ungeeignet für die Präparation der Sehnenstreifen. In der Literatur sind je nach Gewebeart 
verschiedene Besiedlungstechniken beschrieben. Eine häufig angewandte Methode ist die 
Oberflächenbesiedlung (HARRISON und GRATZER 2005; BADYLAK et al. 2011; NING et al. 
2012; OMAE et al. 2012; YOUNGSTROM et al. 2013). In Abhängigkeit des Zellträgers und der 
Art der zu besiedelnden Zellen variieren die Adhäsionszeiten sehr stark.  
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Ebenfalls beschrieben ist die Anwendung einer Rollerkultur zur Besiedlung (PRIDGEN et al. 
2011; RAGHAVAN et al. 2012; SCHMITT et al. 2013). In verschiedenen Studien, welche sich 
mit der Dezellularisierung und nachfolgenden Besiedlung von Sehnen und Bändern 
beschäftigten, erfolgte überwiegend keine genaue Angabe hinsichtlich der 
Besiedlungstechnik. Folglich ist eine detaillierte Beschreibung der Besiedlungstechnik, 
angewandt an dezellularisiertem Sehnengewebe, als unzureichend beschrieben zu 
bewerten. Bereits in den eigenen Voruntersuchungen erwies sich die direkte Injektion der 
Zellen in das dezellularisierte Sehnengewebe sowie die Anwendung einer Rollerkultur als 
wenig effektiv. Die Angaben laut Literatur hinsichtlich der zur Besiedlung dezellularisierter 
Sehnen und Bänder verwendeten Zellzahlen variieren sehr stark. Die zur Besiedlung 
verwendete Zellzahl ist stark abhängig vom Gewebe oder Organtyp. BADYLAK (2011) 
beschreibt eine hohe Anzahl an Zellen für Organe, wie z. B. Herz und Lunge. Organe wie 
Leber und Pankreas benötigen eine geringere Zellzahl. Ein Grund hierfür wird in den 
verschiedenen Funktionalitäten der unterschiedlichen Organe gesehen. Die Besiedlung 
dezellularisierter Sehnen und Bänder stellt eine Herausforderung dar (NING et al. 2012; 
SCHULZE-TANZIL et al. 2012). In den Voruntersuchungen zu dieser Arbeit zeigte sich, dass die 
equinen MSC längere Zeit zum Anhaften an der Oberfläche der Sehnenstreifen benötigten. 
Um eine verbesserte Zelladhärenz zu erreichen, wurde eine längere Inkubationszeit der 
Zellen auf den Sehnenstreifen bis zur Zugabe des Mediums gewährleistet. Die anschließende 
Kultivierung der equinen MSC auf den dezellularisierten Sehnenstreifen erfolgte über einen 
Zeitraum von 7 und 14 Tagen bei Standardkulturbedingungen. Es wurden zwei 
Kultivierungszeiträume gewählt, um eine entsprechende Aussage hinsichtlich Zyto- und 
Biokompatibilität des dezellularisierten Sehnenstreifens zu erhalten.  
 
6.1.5            Kontrolle des Besiedlungserfolges 
Die Evaluierung des Besiedlungserfolges wurde überwiegend anhand einer mikroskopischen 
Beurteilung vorgenommen. Neben der herkömmlichen HE-Färbung erfolgten 
Fluoreszenzfärbungen zur Identifizierung der equinen MSC. Als Fluoreszenzfärbungen 
wurden eine Kernfärbung (DAPI) und eine spezielle Färbung zur Ermittlung lebender und 
toter Zellen (Live-Dead®) verwendet. Mit der Lebend-Tot-Färbung sollte die 
Zytokompatibilität des Zellträgers überprüft werden. In verschiedenen Studien erfolgte 
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ebenfalls eine qualitative Analyse des Besiedlungserfolges (HARRISON und GRATZER 2005; 
STEWART et al. 2009). PRIDGEN (2011) und Mitarbeiter beurteilten in Ihrer Studie den 
Besiedlungserfolg mittels Lebend-Tot-Färbung in einem Zeitraum von 6 und 24 Stunden nach 
Besiedlung. Im zeitlichen Verlauf wurden eine veränderte Zellmorphologie und zunehmend 
tote Zellen vorgefunden. Zudem ermöglichte die Markierung der MSC mit SPIO-Partikeln 
eine spezifische Preußisch-Blau-Färbung zur mikroskopischen Beurteilung sowie die 
Untersuchung der besiedelten Sehnenstreifen mittels MRT. Die Anwendung von SPIO-Partikeln 
zur Detektion von MSC wurde bereits in verschiedenen Studien beschrieben (ADDICOTT et al. 2011; 
JÜLKE et al. 2015). SPIO- Partikel verursachen durch eine Störung des Magnetfeldes eine 
Signalauslöschung, wodurch ein hypointenses Signal in der T2-gewichteten Sequenz im 
Bereich der Partikelakkumulation entsteht. In dieser Arbeit erfolgte nach Binarisierung der 
Bilddateien die Berechnung eines Besiedlungsindexes. Der Besiedlungsindex spiegelt die 
entsprechenden Signalintensitäten wider. Somit konnte ein Vergleich der besiedelten 
Sehnenstreifen im zeitlichen Verlauf erfolgen. Da in der Literatur keine Angaben hinsichtlich 
Anwendung dieser Methode beschrieben ist, können folglich keine Vergleiche herangezogen 
werden. 
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6.2               Diskussion der Ergebnisse 
6.2.1            Evaluierung der angewandten Dezellularisierungsprotokolle 
Die Möglichkeit einer effektiven Dezellularisierung unter Anwendung der verschiedenen 
Protokolle konnte in dieser Arbeit bewiesen werden. Anhand der angewandten 
Auswertungsmethoden zur Ermittlung der Dezellularisierungseffektivität wurde ein 
deutlicher Unterschied zwischen den Kontrollsehnen und den dezellularisierten Sehnen  
gezeigt. Die Anzahl der vitalen Zellen nach Kollagenaseverdau sowie die histologische 
Untersuchung mittels HE-Färbung zur Ermittlung der Zellzahl des nativen und des 
dezellularisierten Sehnengewebes zeigten einen guten Dezellularisierungseffekt aller 
angewandten Protokolle in beiden Sehnenstrukturen (oberflächliche und tiefe Beugesehne).  
Die Dezellularisierung unter Anwendung einer Kombination aus Gefrier-Auftau-Zyklen und 
Triton X 100 (Protokoll A) sowie die Kombination aus Gefrier-Auftau-Zyklen und SDS 
(Protokoll B) ließen eine gleich hohe Effektivität in beiden Sehnenstrukturen erkennen. Der 
Anteil vitaler Zellen nach Kollagenaseverdau sowie die Zellzahl nach histologischer 
Untersuchung belief sich auf < 7 % (Median).  Die Anwendung von Triton X 100 (Protokoll C) 
und SDS (Protokoll D) ließ eine hohe Variabilität zwischen den angewandten 
Auswertungsverfahren erkennen. Nach Kollagenaseverdau konnte ein Anteil vitaler Zellen 
von < 6 % (Median) berechnet werden. Die histologische Untersuchung mittels HE-Färbung 
führte jedoch zu einer berechneten Zellzahl von < 21 % (Median).  
Die Ergebnisse der DNA-Quantifizierung ließ einen hohen Unterschied zwischen den beiden 
Gefrier-Auftau-Zyklen-kombinierten Protokollen und den beiden anderen Protokollen 
erkennen. Der DNA-Gehalt nach Anwendung der mit Gefrier-Auftau-Zyklen kombinierten 
Protokolle A und B wurde mit < 24 % (Median) berechnet. Die Anwendung der Protokolle C 
und D führte zu einem DNA-Gehalt von < 47 % (Median). Zu bemerken ist ebenfalls eine 
Variabilität der Ergebnisse zwischen oberflächlicher und tiefer Beugesehne. Bei der 
oberflächlichen Beugesehne konnte tendenziell ein niedrigerer DNA-Gehalt nach 
Dezellularisierung ermittelt werden. Insgesamt lassen die Ergebnisse vermuten, dass die 
Dezellularisierungseffektivität auch stark von der Schichtdicke des Gewebes abhängt. 
Deutlich wurde dies durch den Vergleich der Ergebnisse der oberflächlichen und tiefen 
Beugesehne nach Anwendung der Protokolle C und D. Bei der schmaleren oberflächlichen 
Beugesehne, die eine geringere Schichtdicke aufweist, konnte mikroskopisch nach HE- 
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Färbung eine bessere Reduktion der Zellzahl sowie eine höhere Reduktion des DNA-Gehaltes 
als bei der größeren tiefen Beugesehne festgestellt werden. Insgesamt zeigten die 
Protokolle, welche den Gefrier-Auftau-Zyklus beinhalteten, ein besseres 
Dezellularisierungsergebnis. Vermutlich bewirken die Gefrier-Auftau-Zyklen eine Lockerung 
der festen Kollagenstruktur der Sehne und folglich ein besseres Durchdringen des Gewebes 
mit den entsprechenden Detergenzien. In Studien verschiedener Forschungsgruppen konnte 
eine gute Effektivität von Triton X zur Dezellularisierung von Sehnen und Bändern gezeigt 
werden (CHONG et al. 2009; VAVKEN et al. 2009; ZHANG et al. 2009; YOSHIDA et al. 2012). 
Übereinstimmend mit den Ergebnissen anderer Gruppen konnte in dieser Arbeit ebenfalls 
ein gutes Dezellularisierungsergebnis unter Verwendung von SDS erzielt werden (PRIDGEN 
et al. 2011; YOUNGSTROM et al. 2013). 
Im Rahmen der elektronenmikroskopischen Untersuchung und der Anwendung des 
etablierten Punktesystems basierend auf der Beurteilung der zellulären Komponenten, ließ 
sich bei den Protokollen A, B und D eine gute Dezellularisierung beobachten. Die nicht 
dezellularisierten Sehnen (= Kontrollsehnen) erhielten im Vergleich zu den dezellularisierten 
Sehnen eine deutlich höhere Bewertung des Zell-Scores. Zelluläre Strukturen fehlten folglich 
teilweise oder vollständig, in vielen Fällen ließen leere Räume zwischen den Kollagenfasern 
und einzelne Zellfragmente auf eine ursprünglich vorhandene zelluläre Struktur schließen. 
Bei dem nach Methode C dezellularisierten Sehnengewebe blieb die zelluläre Struktur 
weitgehend erhalten. Die Zellorganellen und Zellmembranen waren jedoch schlecht 
voneinander abgrenzbar. Bei der Beurteilung der extrazellulären Matrix erhielten die 
Kontrollsehnen und die dezellularisierten Sehnen eine annährend gleiche Bewertung. 
Insgesamt konnte bei allen Bildern überwiegend eine als deutlich zu bewertende 
Querstreifung in den Längsschnitten der extrazellulären Matrix beobachten werden. In den 
Querschnitten der einzelnen Bilder war  eine überwiegend gute Abgrenzbarkeit einzelner 
Kollagenfibrillen erkennbar. Aufgrund dieser Beurteilung besteht die Annahme, dass die 
extrazelluläre Matrix durch den Dezellularisierungsprozess wenig negativ beeinflusst wurde. 
GIANNINI et al. (2008) untersuchte in einer Studie strukturelle und biomechanische 
Änderungen der Sehne des Musculus tibialis posterior nach Gefrieren bei -80 °C. Bei der 
durchgeführten transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung ließen sich ein 
verringerter Fibrillendurchmesser sowie eine verringerte Anzahl an Kollagenfibrillen bei den 
behandelten Sehnen feststellen. Des Weiteren konnten entsprechende Änderungen der 
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biomechanischen Eigenschaften festgestellt werden. Zu bemerken ist allerdings, dass sich 
die Auswertungsmethode der Studie von GIANNINI et al. (2008) vollständig von dem in 
dieser Studie etablierten Score-System unterscheidet. Ein direkter Vergleich der Ergebnisse 
ist somit nicht möglich.  
 
 
6.2.2            Evaluierung des Besiedlungserfolges 
Die qualitative Auswertung der mikroskopischen Bilder ergab insgesamt ein positives 
Besiedlungsergebnis. Bei den nach Protokoll A und B dezellularisierten Sehnenstreifen 
konnten am Tag 7 vitale Zellen mit überwiegend multifokalem Verteilungsmuster 
beobachtet werden. Die Zellen waren mehrheitlich an der Oberfläche lokalisiert. Dieses 
Ergebnis wurde auch in anderen Studien beschrieben (OMAE et al. 2009; STEWART et al. 
2009; VAVKEN et al. 2009; ZHANG et al. 2009). Nach 14 Tagen Kulturdauer erschienen die 
Sehnenstreifen dichter bewachsen. Zudem unterschieden sich die Zellen in ihrer 
Morphologie im Vergleich zu Tag 7, zusätzlich konnte eine Ausrichtung entlang der 
Kollagenfasern beobachtet werden. Die nach Methode B dezellularisierten Sehnenstreifen 
ließen im Vergleich einen höheren durch Zelltod bedingten Zellverlust erkennen. Deutlich 
wurde dies durch die Lebend-Tot-Färbung. Der Vergleich der histologischen Präparate ergab 
einen positiveren Trend hinsichtlich Zellwachstum und Zellvitalität bei den nach Methode A 
dezellularisierten Sehnenstreifen. Dieses Ergebnis kann durch den beschriebenen negativen 
Effekt von SDS auf das Zellwachstum begründet sein. VAVKEN (2009) und HARRISON (2005) 
konnten in ihren Studien einen Zellverlust durch Zelltod sowie ein begrenztes Zellwachstum 
in Abhängigkeit von mit SDS dezellularisierten Bandstrukturen zeigen. Bei den 
magnetresonanztomografischen Untersuchungen waren deutliche hypointense Artefakte an 
der Oberfläche der besiedelten Sehnenstreifen erkennbar. Die nicht besiedelten 
Kontrollsehnenstreifen ließen keine vergleichbaren hypointensen Bereiche erkennen. Mit 
Hilfe des Besiedlungsindexes, welcher sich anhand der verschiedenen Signalintensitäten der 
einzelnen Sehnenstreifen berechnen ließ, konnte auf eine Vermehrung der Zellen im 
zeitlichen Verlauf geschlossen werden. Bei allen besiedelten Sehnenstreifen konnte im 
zeitlichen Verlauf ein steigender Besiedlungsindex berechnet werden.  
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Es wurde an den Tagen 1 und 7 für die nach Protokoll B dezellularisierten Sehnenstreifen ein 
höherer Besiedlungsindex im Vergleich zu den nach Protokoll A dezellularisierten 
Sehnenstreifen berechnet. Am Tag 14 dagegen wurde ein höherer Besiedlungsindex für die 
nach Protokoll A dezellularisierten Sehnenstreifen berechnet, so dass hier ein größerer 
Anstieg des Besiedlungsindexes vorlag, was hinweisend für ein besseres Wachstum der 
Zellen auf dem Zellträger ist. Da zum aktuellen Zeitpunkt keine vergleichbaren Studien 
vorliegen, ist es nicht möglich entsprechende Ergebnisse zum Vergleich heranzuziehen.  
 
6.3               Auswahl eines Dezellularisierungsprotokolls als Grundlage  
                     zur Etablierung eines in vitro Modells  
 
Anhand der Ergebnisse ließ sich die Anwendung von Triton X 100 in Kombination mit 
vorangegangenen Gefrier-Auftau-Zyklen als geeignete Dezellularisierungsmethode für 
intakte equine Beugesehnen identifizieren. Die positive Besiedlung mit SPIO-Partikel 
markierten equinen MSC sowie das über eine Kulturdauer von 14 Tagen beobachtete 
Zellwachstum bei beibehaltener Vitalität der Zellen, sprechen für eine gute 
Zytokompatibilität.  Dennoch ist zu bemerken, dass die Etablierung weiterer Methoden zur 
Optimierung der Besiedlung nötig ist. Im Rahmen der quantitativen Auswertung zur 
Kontrolle des Besiedlungserfolges war eine große Variabilität hinsichtlich des 
Verteilungsmusters der equinen MSC zu erkennen. Eine gleichmäßige Zellverteilung bei 
entsprechend hoher Zelldichte sollte in weiteren Untersuchungen angestrebt werden. 
Untersuchungen hinsichtlich biomechanischer Veränderung oder Änderungen des Gehaltes 
verschiedener Matrixproteine sollten nachfolgend vorgenommen werden. 
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7                  Zusammenfassung 
Ina Erbe 
Vergleich verschiedener Dezellularisierungsprotokolle zur Entwicklung eines Sehnen-Zell-
Konstruktes auf Grundlage equiner Beugesehnen  
Chirurgische Tierklinik der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig  
Eingereicht im Mai 2016 
100 Seiten, 29 Abbildungen, 30 Tabellen, 132 Literaturangaben 
Schlüsselwörter: Dezellularisierung, equine Beugesehnen, MSC, Tissue Engineering 
Einleitung: Trotz intensiver Forschung im Rahmen der Bänder- und Sehnenerkrankungen 
gelten bestimmte Fragestellungen hinsichtlich Erkrankungs- sowie Heilungsmechanismen als 
unbeantwortet. Verschiedenste Konzepte des Tissue Engineerings sollen helfen 
entsprechende Fragen zu beantworten und moderne Therapiekonzepte zu etablieren. Für 
grundlegende Untersuchungen zur Biologie der Tenogenese sowie zum Wirkmechanismus 
applizierter mesenchymaler Stromazellen (MSC), gewinnt die Anwendung von 
dezellularisiertem Sehnengewebe immer mehr an Bedeutung.  Zudem erscheint der Einsatz 
dezellularisierter Sehnen- und Bandkonstrukte zur Wiederherstellung der betreffenden 
erkrankten Organe sehr vielversprechend. 
Ziele der Untersuchung: In der vorliegenden Arbeit sollte der Grundstein zur Entwicklung 
eines in vitro-Modells auf Grundlage equiner Beugesehnen gelegt werden. Primäres Ziel war 
es, ein optimales Dezellularisierungsprotokoll für intakte equine Beugesehnen 
(oberflächliche und tiefe Beugesehne) zu etablieren. Um die Zytokompatibilität der 
dezellularisierten Sehnen zu überprüfen, erfolgte nach Präparation von Sehnenstreifen die 
Besiedlung mit equinen MSC mit Kontrolle des Besiedlungserfolges. 
Materialien und Methoden: Oberflächliche und tiefe Beugesehnen (OBS und TBS) des 
Pferdes (n = 6) wurden nach vier verschiedenen Protokollen dezellularisiert. In zwei 
Protokollen (Protokolle A und B) erfolgte zunächst die Anwendung von Gefrier-Auftau- 
Zyklen mit anschließender Lagerung in hypertoner Lösung. Protokoll A sah danach eine 
Inkubation in 1 % Triton X 100 und Protokoll B eine Inkubation in 1 % Sodium-Dodecyl-Sulfat 
(SDS) enthaltender Lösung vor. Die beiden anderen Protokolle (Protokolle C und D) sahen ein 
Verbringen in hypertone Lösung ohne vorherige Gefrierzyklen vor. Anschließend erfolgte bei 
Protokoll C die Inkubation in Triton X 100 und bei Protokoll D die Inkubation in SDS 
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enthaltender Lösung. Die Effektivität der angewandten Dezellularisierungsprotokolle wurde 
durch histologischer Färbung, Zellzählung nach Kollagenaseverdau, DNA-Quantifizierung und 
transmissionselektronenmikroskopischer Untersuchung ermittelt. Nach Evaluierung der 
Effektivität der Protokolle wurden oberflächliche Beugesehnen nach den Protokollen A und 
B dezellularisiert (n=3). Nach Präparation von Sehnenstreifen in definierter Größe erfolgte 
die Besiedelung mit Eisenoxid-markierten equinen MSC. Der Besiedlungserfolg wurde mit 
verschiedenen histologischen und Fluoreszenzfärbungen (Fluoreszenzmikroskopie) und 
MRT-Untersuchung kontrolliert. Die Prüfung auf statistische Unterschiede zwischen den 
Protokollen erfolgte mit dem Friedman-Test und im Falle eines statistisch signifikanten 
Unterschieds mit dem Wilcoxon-Rang-Test. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 
festgelegt.  Die Auswertung des Besiedlungserfolges erfolgte deskriptiv. 
Ergebnisse: Für alle angewandten Protokolle konnte ein signifikanter Dezellularisie-
rungseffekt in beiden Sehnenstrukturen (OBS und TBS) gezeigt werden. Die Anzahl der 
vitalen Zellen nach Kollagenaseverdau sowie die histologisch ermittelte Zellzahl der 
dezellularisierten Sehnen belief sich in Abhängigkeit des jeweiligen Dezellularisie-
rungsprotokolls und der Sehne (OBS und TBS) auf 1 bis 21 % (Median) des nativen Gewebes. 
Der ermittelte DNA-Gehalt nach Anwendung der mit Gefrier-Auftau-Zyklen kombinierten 
Protokollen A und B entsprach < 24 % (Median) des nativen Gewebes. Die Anwendung der 
Protokolle C und D führte zu einem DNA-Gehalt von < 47 % (Median). Die Auswertung der 
transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung zeigte ebenfalls eine effektive 
Dezellularisierung des Sehnengewebes bei Erhalt der Struktur der extra-zellulären Matrix. 
Nach Anwendung der Protokolle A und B konnte wiederum tendenziell eine bessere 
Effektivität der Dezellularisierung festgestellt werden. Eine gelungene Besiedlung der 
Sehnenstreifen mit equinen MSC konnte anhand der mikroskopischen Untersuchung und 
MRT-Untersuchung gezeigt werden. Das beobachtete Zellwachstum bei beibehaltender 
Vitalität der Zellen sprechen für eine gute Zytokompatibilität. Die nach Protokoll A 
dezellularisierten und besiedelten Sehnenstreifen ließen ein besseres Zellwachstum über 
eine Kulturdauer von 14 Tagen erkennen.  
Schlussfolgerung: In der vorliegenden Arbeit konnte eine effektive Dezellularisierung von 
intakten equinen Beugesehnen gezeigt werden. Anhand der Ergebnisse der Besiedlung 
erwies sich die Dezellularisierung nach Protokoll A (Gefrier-Auftau-Zyklen und Triton X 100) 
als vielversprechende Grundlage zur Entwicklung eins in vitro Modells auf Grundlage 
dezellularisierter equiner Beugesehnen. 
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8                  Summary 
Ina Erbe 
Comparison of different decellularization protocols for the development of a tendon-cell- 
construct based on equine flexor tendons 
Large Animal Clinic for Surgery, Faculty of Veterinary Medicine, University of Leipzig 
Submitted in May 2016 
100 pages, 29 figures, 30 tables, 132 references 
Keywords: Decellularization, equine flexor tendons, MSC, Tissue Engineering 
Introduction: Despite extensive research in ligament and tendon diseases there are still 
many open questions regarding their pathology and healing mechanisms. Tissue engineering 
methods can help answering these questions and inventing modern therapeutical concepts. 
In basic research focusing on biology of tendogenesis and the mechanism of action of the 
injected multipotent mesenchymal stromal cells (MSC) the use of decellularized tendon 
tissue is continually gaining in significance. Moreover the use of decellularized tendons and 
ligaments seems to be favourable option regarding the reconstruction damaged tissue. 
Objective: The current study focused on the development of an in vitro model based on 
equine flexor tendons. The establishment of an ideal procedure of decellularization of 
equine flexor tendons (superficial and deep digital flexor tendon – SDFT and DDFT) was the 
primary aim of the study. To verify the cytocompatibility of decellularized tendons, scaffolds 
were prepared and seeded with equine mesenchymal stromal cells. Engraftment of cells on 
the scaffold was seen as success and therefore subsequently examined. 
Materials and Methods: Equine superficial and deep digital flexor tendons (n=6) were 
decellularized applying four different procedures. Two protocols used freeze thaw cycles 
followed by a transfer into a hypertonic solution. Subsequently the tendons were incubated 
in a solution of 1% t-octyl- phenoxypolyethoxyethanol (Triton X 100) according to protocol A 
whereas protocol B used 1% sodium dodecyl sulphate (SDS). The procedures C and D started 
with incubating the tendons in a hypertonic solution without preceding freeze-thaw cycles. 
Afterwards incubation in the solution of Triton X 100 was performed at protocol C and the 
incubation in solution including SDS was performed at protocol D. The efficiency of 
decellularization was determined by histological staining procedures, cell count after 
collagenase digestion, DNA quantification and transmission electron microscopy (TEM) 
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analysis. After evaluating these protocols regarding their efficacy, SDFT was decellularized 
according to protocol A and B (n=3). Tendon scaffolds of a specified size were prepared and 
seeded with equine iron oxide labelled MSC. Seeding success was evaluated with different 
histological and fluorescence staining methods and magnetic resonance imaging (MRI) 
examination. Statistical analysis used the Friedman test for differences between protocols 
followed by the Wilcoxon signed-rank test if significant differences were detected. Level of 
significance was set to p < 0.05. Reseeding success was evaluated descriptively 
Results: Decellularization was significant in both evaluated tendon structures (SDFT and 
DDFT) and all applied procedures.  The reduction of vital cell counts was assessed by 
collagenase digestion and examination of histologically visible cells. Depending on the 
applied protocol 1 to 21% vital cells remained compared to native tendon tissue. DNA 
content of the protocols A and B using freeze-thaw cycles was < 24% compared to native 
tendon tissue. The application of protocols C and D yielded a DNA content of < 47%. The 
evaluation of TEM analysis also showed an effective decellularization of tendon tissue while 
maintaining the structure of the extracellular matrix. Protocols A and B tended to have a 
better effect on decellularization. Light microscopy and MRI examinations showed a 
successful engraftment of equine MSC on the tendon scaffolds. Overall reseeded tendon 
scaffolds prepared by protocol A displayed a better cell growth after a culture time of 14 
days. 
Conclusion: The current study proved decellularization of unimpaired equine digital flexor 
tendons to be effective. According to the reseeding results the decellularization using 
protocol A (freeze–thaw–cycles and Triton X 100) seems to be favourable for the 
development of an in vitro model based on equine digital flexor tendons. 
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